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SOMMAIRE 
Dans le noyau des cellules eucaryotes, l'ADN est empaquete dans une structure nommee 
chromatine, principalement grace a des proteines appelees histones. Le haut niveau de 
compaction de cette structure exerce generalement un effet negatif sur les processus 
impliquant l'ADN, tels la recombinaison, la replication, la reparation et la transcription. 
Un remodelage de la chromatine est necessaire pour que ces processus puissent etre 
effectues. Ce remodelage peut impliquer divers precedes, dont 1'incorporation de variants 
d'histones. Le variant d'histone H2A.Z a ici ete etudie afin de mieux comprendre son role 
dans la regulation de la transcription chez Saccharomyces cerevisiae. 
La presence du variant d'histone H2A.Z aux promoteurs des genes GAL1 et GAL JO, 
impliques dans le catabolisme du galactose, a ete observee par immunoprecipitation de la 
chromatine par notre groupe. Nous avons aussi determine que sa presence est necessaire 
pour l'activation de la transcription de ces genes, son role exact restant encore irresolu. Les 
travaux ci-presentes se basent sur l'hypothese selon laquelle H2A.Z joue un role dans la 
stabilisation de nucleosomes cles a la region promotrice, en attente du signal d'activation, 
lesquels seraient disassembles au moment de l'induction. Aussi, nous avons voulu etudier 
le role de H2A.Z sur le positionnement, la stabilite et l'abondance relative des nucleosomes 
a l'ensemble de la region promotrice de GAL1 et GAL10 chez Saccharomyces cerevisiae a 
l'aide de la technique de balayage des nucleosomes. Cette technique a necessite une mise 
au point a ce jour inachevee, etant donne la rencontre de differents obstacles, tels le besoin 
d'un controle pour reduire les faux positifs, l'optimisation de 1'amplification par toutes les 
paires d'amorces dans les memes conditions experimentales, etc. Ainsi, il a ete possible 
d'obtenir un patron reproductible du positionnement des nucleosomes a la region 
promotrice de GAL1 et GAL10 en absence d'induction dans la levure de type sauvage et 
pour le mutant de deletion de H2A.Z correspondant. Ces patrons demontrent des positions 
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similaires, mais des niveaux d'abondance differents pour certains nucleosomes, ce qui 
permet de supposer que H2A.Z influence la stabilite de certains nucleosomes, du moins a 
cette region promotrice. 
Dans le but de valider la technique utilisee, des etudes similaires ont ete realisees a une 
autre region promotrice bien caracterisee. Le promoteur du gene CHA1 a recemment fait 
l'objet de plusieurs etudes sur le positionnement des nucleosomes a sa region promotrice, 
de meme que sur la presence du variant d'histone H2A.Z a cette meme region. De ces 
experiences decoulent la connaissance du positionnement des nucleosomes au promoteur en 
absence et en presence d'induction du gene, en plus de la confirmation de la presence de 
H2A.Z a cette region. Ce gene modele a permis de valider l'efficacite de la technique de 
balayage des nucleosomes a fournir les memes resultats que ceux observes precedemment. 
Afin de verifier le role de H2A.Z dans 1'activation de la transcription de ce gene, un essai 
d'extension d'amorce a ete realise. Contrairement au resultat attendu, il a ete observe que 
la deletion de H2A.Z a un effet positif sur l'expression de CHA1. 
Les experimentations realisees dans le cadre de ces travaux de maitrise permettent de 
constater que la technique de balayage des nucleosomes est adequate pour reproduire le 
positionnement des nucleosomes a la region promotrice de CHA1. Toutefois, a la region 
promotrice de GAL1 et GAL10, cette technique ne semble pas encore tout a fait au point. 
Finalement, il peut etre conclu que l'influence du variant d'histone H2A.Z sur la regulation 
de la transcription de ces genes s'exerce via des mecanismes differents. 
in 
REMERCIEMENTS 
Je desire d'abord remercier Luc Gaudreau, mon directeur de recherche, pour les conseils 
fournis au cours de mes travaux de maitrise. J'aimerais en outre remercier les membres 
passes et presents du laboratoire, plus particulierement Liette Laflamme, Benoit 
Guillemette, Joelle Brodeur, Marc Larochelle, Annie Moisan, Sylvain Ethier, Alain Gervais 
et Maud Marques pour les discussions, le support, le materiel et les conseils. Je desire 
egalement souligner Papport de mes conseillers Benoit Leblanc et Daniel Lafontaine. Je 
suis de plus reconnaissante envers le Fonds quebecois de la recherche sur la nature et les 
technologies pour leur soutien financier. 
IV 
TABLE DES MATIERES 
SOMMAIRE ii 
REMERCIEMENTS iv 
TABLE DES MATIERES v 
LISTE DES ABREVIATIONS vii 
LISTE DES TABLEAUX ix 
LISTE DES FIGURES x 
INTRODUCTION 1 
1.1 La transcription eucaryote 1 
1.2 La chromatine 3 
1.3 Les histones 5 
1.4 Le remodelage de la chromatine 6 
1.4.1 La torsion induite par le passage de la polymerase d'ARN 8 
1.4.1.1 La torsion induite par le passage de la polymerase d'ARN de type I 9 
1.4.1.2 La torsion induite par le passage de la polymerase d'ARN de type II 9 
1.4.1.3 La torsion induite par le passage de l'ARN polymerase de type III 10 
1.4.2 Les modifications post-traductionnelles des histones 11 
1.4.2.1 La phosphorylation 12 
1.4.2.2 La methylation 13 
1.4.2.3 L'acetylation 14 
1.4.2.4 L'ADP-ribosylation 16 
1.4.2.5 L'ubiquitination 16 
1.4.3 Les complexes de remodelage de la chromatine dependants de 1 'ATP 17 
1.4.3.1 La famille SWI/SNF 18 
1.4.3.2 La famillelSWI 21 
1.4.3.3 La famille CHD 23 
1.4.3.4 La famille INO80 24 
1.4.4 Les variants d'histones 24 
1.4.4.1 Variants de H2A 24 
1.4.4.1.1 H2A.Z 24 
1.4.4.1.2 H2A.X 31 
1.4.4.1.3 H2Av 32 
1.4.4.1.4 MacroH2A 32 
1.4.4.1.5 H2ABbd 33 
1.4.4.2 Variants de H3 33 
1.4.4.2.1 H3.3 33 
1.4.4.2.2 CENP-A 34 
1.5 Les genes GAL1 et GAL10 35 
1.6 Le gene CHA1 37 
v 
CHAPITRE 1 38 
2.1 materiels et methodes 38 
2.1.1 Souches de levure et milieux de croissance 38 
2.1.2 Preparation de noyaux 39 
2.1.3 Preparation d'ADN genomique 40 
2.1.4 Digestion a la nuclease micrococcale 40 
2.1.5 Balayage des nucleosomes 41 
2.1.5.1 Calcul d'analyse des resultats de Q-PCR 42 
2.2 Resultats 43 
CHAPITRE 2 51 
3.1 materiels et methodes 51 
3.1.1 Souches de levure et milieux de croissance 51 
3.1.2 Preparation d'ARN 51 
3.1.3 Marquage de sondes radioactives 5 2 
3.1.4 Extension d'amorce 52 
3.2 Resultats 53 
CONCLUSION 58 
BIBLIOGRAPHIE 60 
VI 
LISTE DES ABREVIATIONS 
ADN : acide desoxyribonucleique 
ADNc : ADN complementaire 
ADP: adenosine diphosphate 
ARN: acide ribonucleique 
ARNm : ARN messager 
ARNr: ARN ribosomique 
ARNt: ARN de transfert 
ATP : adenosine triphosphate 
ChIP : immunoprecipitation de la chromatine 
CTD : Carboxy-Terminal Domain (motif) 
dNTPs : les quatre desoxyribonucleotides triphosphates 
DO260 : densite optique a 260nm 
DO600 : densite optique a 600nm 
FACT : FAcilitates Chromatin Transcription (complexe) 
g : constante gravitationelle = 6,6 x 10 "n N m2 / kg"2 
g: gramme 
Gl : premiere phase de croissance du cycle cellulaire (GAP-1) 
HMGB : famille de proteines de type High Mobility Group 
K: lysine 
L : litre 
LM-PCR: Ligation-Mediated PCR 
M : molaire (nombre de moles d'un solute par litre de solution) 
mg: milligramme 
mL: millilitre 
mM : millimolaire 
MNase : nuclease micrococcale 
nm : nanometre 
vii 
P : proline 
PCR : Polymerase Chain Reaction (amplification en chaine par polymerase) 
pmol: picomole 
Q-PCR : PCR Cniantitatif ou PCR en temps reel 
rpm : revolutions par minute 
S : serine 
S : seconde phase du cycle cellulaire : replication de l'ADN (synthesis) 
SWI/SNF : complexe de remodelage de la chromatine SWI (homothalic Switching 
deficient) -SNF {Sucrose Non-Fermenting) 
T : threonine 
TBP : proteine liant la boite TATA 
U : unite d'enzyme* 
Y: tyrosine 
y^P-ATP : ATP marque par un phosphore radioactif en position y 
uL: microlitre 
°C : degres Celsius 
% p/v : nombre de g d'un solute par lOOmL de solution 
% v/v : nombre de mL d'un liquide par lOOmL de solution 
* La definition d'unite depend de Fenzyme : 
MNase : Une unite est la quantite d'enzyme necessaire pour changer la DO260 d'un substrat 
d'ADN de 1 a pH8,0 et a 37°C. 
AMVRT : Une unite est la quantite d'enzyme necessaire pour catalyser le transfert d'une 
nanomole de deoxynucleotide en materiel precipitable par l'acide en 10 minutes a 37°C. 
RNAsin : Une unite est la quantite d'enzyme necessaire pour inhiber l'activite de 5ng de 
ribonuclease d'un facteur de 50%. 
Vll l 
LISTE DES TABLEAUX 
CHAPITRE 1 
1 Souches de levures employees 38 
LISTE DES FIGURES 
INTRODUCTION 
1 Representation des niveaux de compaction de la chromatine (adapte de 
Horn et Peterson, 2002). 4 
2 Mecanismes proposes pour le deplacement des nucleosomes (adapte de 
Langst et Becker, 2003). 8 
3 Comparaison de la structure d'un nucleosome contenant H2A et H2A.Z 
(tire de Suto et al., 2000). 25 
CHAPITRE 1 
1 Trois proflls de nucleosomes possibles pour la technique de balayage des 
nucleosomes. 45 
2 Premiere ebauche de balayage de nucleosomes chez MSY590 en milieu 
riche non inducteur. 47 
3 L'ADN correspondant aux mono-nucleosomes n'est pas sur-digere. 48 
4 Balayage des nucleosomes a la region promotrice de GAL1-GAL10 en 
milieu non inducteur chez la levure de type sauvage et le mutant A htzl. 50 
x 
CHAPITRE 2 
1 Schema du positionnement des nucleosomes en milieu inducteur ou non a 
la region promotrice de CHA1, tel que decrit par Moreira et Holmberg 
(1998). 54 
2 Un balayage des nucleosomes a la region promotrice de CHA1 en milieu 
non inducteur valide la technique. 55 
3 L'expression de CHA1 n'est pas affectee negativement par la deletion de 
HTZ1. 56 
xi 
INTRODUCTION 
1.1 La transcription eucaryote 
La machinerie transcriptionnelle eucaryote peut etre definie par le regroupement d'une 
polymerase d'ARN dependante de l'ADN, de facteurs generaux de transcription, du 
complexe mediateur, de differents regulateurs de transcription et de complexes de 
remodelage de la chromatine. II existe trois types de polymerases d'ARN chez les 
eucaryotes : i) la polymerase d'ARN de type I, responsable de la transcription des genes 
codant pour les ARNs ribosomiques (ARNr) 28S, 5.8S et 18S ; ii) la polymerase d'ARN de 
type II, qui synthetise les ARNs messagers (ARNm), generalement destines a servir de 
matrice pour la synthese proteique ; iii) la polymerase d'ARN de type III, catalysant la 
transcription des ARNs de transfert (ARNt), de l'ARNr 5S et d'autres petits ARNs. 
La polymerase d'ARN d'interet principal pour ces travaux de maitrise est celle de type II. 
Cette derniere est composee de 12 sous-unites hautement conservees chez les eucaryotes 
(Woychik et Hampsey, 2002), nominees Rpbl a Rpbl2, requises pour la croissance 
normale, mais pas toutes essentielles. La plus grosse sous-unite, Rpbl, possede en son 
extremite carboxy-terminale un domaine appele CTD compose d'une repetition de l'hepta-
peptide YSPTSPS. Cette sequence consensus est conservee a travers revolution, mais le 
nombre de repetitions varie d'un organisme a 1'autre, avec 26 copies chez la levure contre 
52 chez l'etre humain (Dahmus, 1996). La phosphorylation des residus serine de ce motif 
CTD constitue un point de controle de la transcription. En effet, la forme hypo-
phosphorylee de la polymerase est associee avec la formation du complexe de pre-initiation 
au promoteur, tandis que sa forme hyper-phosphorylee est associee avec 1'elongation de 
l'ARNm et est retrouvee aux regions codantes (Dahmus, 1996). II est interessant de noter 
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que la phosphorylation du CTD permet le recrutement de facteurs qui modifient les 
histones. Par exemple, la phosphorylation de la serine 5 de la repetition YSPTSPS entraine 
le recrutement de Setl dans l'extremite 5' des genes transcrits, Setl catalysant la 
methylation de la lysine 4 de H3, marque dont la correlation avec 1'expression genique 
compte parmi les plus claires (Ng et al, 2003). Aussi, la phosphorylation du CTD entraine 
le recrutement de Set2, un enzyme qui methyle la lysine 36 de H3, et active l'epissage des 
ARNm (Krogan et al, 2003b; Li et al, 2003; Xiao et al, 2003; Millhouse et Manley, 
2005). 
Les facteurs generaux de transcription (entre autres TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH) 
sont des complexes multi-proteiques ayant pour role de cibler la polymerase au promoteur 
et de faciliter la reaction de transcription (Gill, 2001). Par exemple, TFIID contient TBP, 
une proteine liant une sequence consensus appelee «boite TATA», retrouvee au promoteur 
de certains genes chez la levure, et permettant d'y diriger la machinerie transcriptionnelle. 
Ce complexe induit une courbure dans l'ADN et peut interagir avec differents activateurs, 
ainsi qu'avec d'autres facteurs generaux de transcription, de sorte a faciliter la transcription 
(Coulombe et Burton, 1999). 
Le complexe Srb/mediateur est requis pour la reponse aux activateurs de transcription. II 
lie fortement et specifiquement le CTD, mais ne serait pas present lors de 1'elongation 
transcriptionnelle (Perez-Martin, 1999). Ce complexe contient un nombre variable de 
proteines; c'est sa composition qui determine sa fonction positive ou negative en 
transcription (Perez-Martin, 1999). Chez la levure, Medl7 (anciennement Srb4 (Bourbon et 
al, 2004)) est essentiel a la transcription de 95% des genes de classe II (Holstege et al, 
1998). Alors que la plupart des formes de mediateur ont ete caracterisees comme etant des 
co-activateurs (Rachez and Freedman, 2001), la kinase du CTD Cdk8 (SrblO) et son 
partenaire CycC (Srbll) sont presents dans certaines formes repressives de mediateur 
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(Akoulitchev et al, 2000; Hengartner et al, 1998). Le complexe Srb/mediateur peut done 
etre implique dans 1'activation ou la repression de la transcription. 
La plupart des activateurs de transcription sont des proteines modulaires ayant a la fois un 
domaine d'activation et un domaine de liaison a l'ADN, servant a cibler la sequence a 
transcrire. Cependant, il existe des activateurs de transcription reconnaissant de facon 
indirecte, via d'autres proteines, la sequence cible. Les mecanismes d'action des 
regulateurs sont varies, pouvant cibler diverses composantes de la machinerie 
transcriptionnelle susmentionnee, telles TBP, TFIIB, TFIIH, des sous-unites du complexe 
Srb/mediateur, des complexes de remodelage de la chromatine, etc. (Berk, 1999; Perez-
Martin, 1999) lis peuvent aussi agir en stimulant l'elongation, en favorisant le degagement 
du promoteur ou en stabilisant un intermediate de reinitiation de la transcription (Berk, 
1999). 
1.2 La chromatine 
La compaction de l'ADN dans le noyau eucaryote represente un obstacle a differents 
processus cellulaires, tels la transcription, la replication, la recombinaison et la reparation 
de l'ADN. L'enroulement et la compaction de l'ADN dans le noyau sont rendus possibles 
grace a une structure formee d'ADN et de proteines appelee chromatine. Le nucleosome 
en est l'unite elementaire et est compose de 146 paires de bases d'ADN enroulees autour 
d'un octamere d'histones. Les extremites amino-terminales de ces histones se projettent a 
l'exterieur de la partie globulaire du nucleosome et sont soumises a des modifications 
covalentes (Finch et al, 1977; Chahal et al, 1980). 
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Au cours de l'interphase, l'ADN est enroule de 1,75 tour autour des histones H2A, H2B, H3 
et H4, chacune en deux exemplaires, pour former un nucleosome et assembler, a l'aide de 
Fhistone HI, une structure en collier de perles. Celle-ci est a son tour compactee sous 
forme d'une fibre de 30nm de diametre, qui peut elle-meme etre plus ou moins condensee 
(voir Figure 1). Au niveau ultrastructural, en microscopie electronique, on distingue 
reuchromatine, peu dense, qui contient les genes actifs en transcription et 
rheterochromatine, plus dense, qui contient les genes inactifs en transcription ainsi que 
l'ADN non codant. L'heterochromatine peut a son tour se subdiviser en deux types : i) 
rheterochromatine constitutive, jamais exprimee, qui est situee autour du centromere et 
dans les telomeres, entre autres, et consiste en general en des sequences repetitives; ii) 
l'heterochromatine facultative, qui est parfois exprimee (Hediger et Gasser, 2006). 
Figure 1. Representation des niveaux de compaction de la chromatine (adapte de 
Horn et Peterson, 2002). 
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1.3 Les histones 
Le coeur du nucleosome est compose de seulement quatre types de proteines, toutes de 
petite taille (11 a 16 kDa) et chargees positivement, que Ton appelle histones. Les histones 
H2A, H2B, H3 et H4 sont chacune retrouvees en deux exemplaires dans le coeur d'un 
nucleosome (Chodaparambil et al, 2006). Les histones du coeur nucleosomal sont 
etonnament bien conservees a travers revolution. La stabilisation des nucleosomes et 
l'espacement entre chacun seraient favorises, entre autres, par l'histone HI, une histone de 
liaison ayant un poids moleculaire significativement superieur aux autres (27,8 kDa). Chez 
la levure, elle permet de maintenir environ 20 paires de bases entre les nucleosomes 
regulierement espaces, par opposition a environ 50 chez plusieurs autres types cellulaires 
(Linder et Thoma, 1994 ; Zlatanova et van Holde, 1998). 
Meme s'il n'existe pas d'homologie de sequence entre les differentes histones 
nucleosomales, leur portion carboxy-terminale adopte une structure particuliere commune : 
le motif « histone-fold ». Ce dernier est compose de trois helices alpha et constitue le 
domaine d'hetero-dimerisation des histones H2A-H2B et H3-H4 (Arents et al, 1991 ; 
Arents et al, 1995). Les paires d'histones (heterodimeres) sont arrangees de fa9on 
antiparallele, formant une structure en forme de croissant appele le « handshake motif» qui 
produit trois sites de liaison pour l'ADN (Arents et al, 1995). Ce sont les extremites 
carboxy-terminales qui sont les determinants de 1'assemblage du tetramere et ensuite de 
l'octamere. En effet, l'association de deux H3 lie les heterodimeres H3-H4 pour former un 
tetramere. Deux heterodimeres H2A-H2B sont ensuite ajoutes par la formation de deux 
associations entre H2B et H4. Ces interactions impliquent des liaisons hydrogenes et des 
liaisons hydrophobes entre les extremites carboxy-terminales des differentes histones 
(Lugeretal, 1997). 
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Les extremites amino-terminales des histones, moins structurees, sont dispensables pour la 
formation du nucleosome, mais essentielles pour la formation de la fibre de chromatine 
(Luger et al, 1997). En fait, les extremites amino-terminales sortent assez loin du centre 
du nucleosome, en passant par des canaux crees par la juxtaposition des sillons mineurs, et 
sont responsables d'assurer le contact avec d'autres proteines participant a differents 
niveaux de compaction de la chromatine (Luger et al, 1997). Ainsi, l'extremite amino-
terminale de H4 sort du nucleosome, ou elle entre en contact avec l'heterodimere H2A-
H2B d'un nucleosome adjacent sur une region chargee tres negativement (Luger et al, 
1997). La modification post-traductionnelle des queues d'histones peut ainsi avoir un effet 
sur la structure et la condensation de la chromatine ; par exemple, l'acetylation de H4 (ajout 
d'une charge negative) peut affecter l'ouverture de la fibre de chromatine (Tse C. et al, 
1998). 
1.4 Le remodelage de la chromatine 
Le remodelage de la chromatine correspond a differents changements dynamiques de sa 
structure. lis vont des changements locaux necessaires a la regulation transcriptionnelle 
jusqu'aux modifications globales permettant la segregation des chromosomes: le 
remodelage de la chromatine peut etre un phenomene epigenetique, c'est-a-dire un 
ensemble de changements reversibles et hereditaires qui ont lieu sans modification de la 
sequence d'ADN (Peterson et Workman, 2000). 
Le remodelage de la chromatine est observable par la modification de sa structure et par la 
variation du positionnement des nucleosomes. Le deplacement des nucleosomes, de meme 
que l'exposition transitoire de l'ADN nucleosomal, est un phenomene observable en 
absence d'activite enzymatique : a des concentrations ioniques elevees (environ 0,5M), les 
nucleosomes peuvent etre deplaces en cis (glissement du nucleosome le long de l'ADN) sur 
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de longues distances simplement grace a l'energie thermique (Beard, 1978; Weischet, 
1979). Meme en presence de concentrations salines physiologiques, une legere hausse de 
temperature facilite le mouvement des nucleosomes sur plusieurs dizaines de bases 
(Pennings et al, 1991; Meersseman et al,. 1991; Meersseman et al, 1992). 
Deux mecanismes ont ete proposes pour expliquer le deplacement des nucleosomes : le 
processus de diffusion rotatoire et le processus de propagation de renflement (voir Figure 2) 
(Flaus et Owen-Hughes, 2001 ; Langst et Becker, 2003). Le modele de diffusion rotatoire 
soutient qu'une activite de remodelage pourrait appliquer une torsion a l'ADN et alterer sa 
rotation a la surface du nucleosome (van Holde et Yager, 1984). La propagation 
directionnelle de cette torsion le long de l'ADN nucleosomal resulterait en son deplacement 
d'une paire de bases a la fois. Le mecanisme de propagation de renflement agit 
certainement au cours du remodelage par le passage des polymerases d'ARN et est aussi 
probablement implique dans le remodelage dependant de l'ATP (Langst et Becker, 2003). 
Le modele de propagation de renflement selon lequel les nucleosomes se deplacent sur 
l'ADN via la formation et la rotation d'un renflement d'ADN a la surface de l'octamere 
pourrait toutefois expliquer la translocation des nucleosomes dependante de la trancription 
(Studitskyefa/.,1994). 
La torsion induite par le passage de la polymerase d'ARN, la modification post-
traductionnelle des queues des histones, 1'interference par l'ARN, 1'incorporation de 
variants d'histones et l'activite des complexes de remodelage sont autant de moyens qui 
permettent le remodelage de la chromatine. 
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Diffusion rotatoire 
Propagation de renfiement 
Figure 2. Mecanismes proposes pour le emplacement des nucleosomes (adapte de 
Langst et Becker, 2003). (A) et (B) Les elements essentiels des deux modeles de 
remodelage du nucleosome. Les points noirs represented les points de contact entre les 
histones et l'ADN. 
1.4.1 La torsion induite par le passage de la polymerase d'ARN 
Plusieurs etudes suggerent 1'existence de deux mecanismes principaux permettant la 
progression des polymerases d'ARN a travers la chromatine. Un de ces mecanismes a ete 
identifie pour des polymerases d'ARN d'origine virale et de type III eucaryotes, et 
probablement aussi des complexes de remodelage de la chromatine : ce mecanisme permet 
la translocation des nucleosomes sans le demantelement de l'octamere en solution (Clark et 
Felsenfeld, 1992 ; Studitsky et al, 1997). Par contre, la transcription par la polymerase 
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d'ARN de type II impliquerait le deplacement d'un dimere H2A-H2B (Studitsky et al, 
2004). 
1.4.1.1 La torsion induite par le passage de la polymerase d'ARN de type I 
Les nucleosomes des genes activement transcrits par la polymerase d'ARN de type I sont 
dissocies (Dammann et al, 1993), mais son mecanisme de remodelage de la chromatine est 
inconnu (Studitsky et al, 2004). 
1.4.1.2 La torsion induite par le passage de la polymerase d'ARN de type II 
Les genes transcrits par la polymerase d'ARN II conservent leur structure nucleosomale 
(Hartzog et al, 2002), tout en etant transitoirement depletes d'environ 50% des histones 
H2A et H2B (Baer et Rhodes, 1983; Louters et Chalkley, 1985; Nacheva et al, 1989; 
Jackson, 1990), et possiblement des histones H3 et H4 (Ahmad et Henikoff, 2002; Tagami 
et al, 2004). De plus, la position des nucleosomes est souvent changee, et la chromatine 
d'ordre superieur est aussi dissociee durant la transcription (Hartzog et al, 2002). La 
transcription par la polymerase d'ARN de type II d'une double-helice d'ADN de pas droit 
requiert la rotation de la polymerase et du brin d'ARN nouvellement synthetise autour de 
l'ADN. Le passage de la polymerase induit le super-enroulement positif de l'ADN matrice 
en amont et le super-enroulement negatif de l'ADN en aval (Liu et Wang 1987). La torsion 
induite par le passage de l'ARN polymerase n'est cependant pas toujours sufflsante pour 
deplacer les histones (Johnson et al. 2005); Taction des complexes de remodelage de la 
chromatine est souvent requise. 
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Le complexe FACT (FAcilitates Chromatin Transcription) a initialement ete identifie par 
sa capacite a faciliter 1'elongation de la transcription a travers les nucleosomes in vitro 
(Orphanides et al, 1998; Sims et al, 2004). Plus recemment, des etudes in vivo et in vitro 
ont confirme que FACT est un determinant majeur pour l'elongation de la transcription par 
la polymerase d'ARN de type II (Belotserkovskaya et al., 2003; Saunders et al, 2003; 
Mason et Struhl, 2003). Des etudes biochimiques ont montre que le complexe FACT retire 
specifiquement un dimere H2A-H2B du nucleosome, destabilisant la structure de ce dernier 
pour permettre le passage de la polymerase. De plus, il a ete trouve que FACT possede une 
activite de chaperone d'histones, ce qui suggere qu'il joue un role dans l'etablissement de 
la structure chromatinienne apres que la polymerase ait traverse le nucleosome 
(Belotserkovskaya et al, 2003; Saunders et al, 2003). Un indice du mecanisme d'action 
de FACT provient de la presence d'un domaine HMGB, capable d'induire la courbure de 
l'ADN (Orphanides et al, 1999). Plusieurs facteurs d'elongation additionnels liant 
l'elongation de la transcription au remodelage de la chromatine ont ete trouves associes 
avec FACT (Simic et al, 2003). 
1.4.1.3 La torsion induite par le passage de l'ARN polymerase de type III 
Les petits genes transcrits par la polymerase d'ARN de type III sont couverts de facteurs de 
transcription qui pourraient prevenir la formation de nucleosomes sur les genes actifs 
(Gerlach et al, 1995). Le mecanisme de propagation de renflement est fortement suggere 
pour expliquer la mobilisation des nucleosomes par la polymerase d'ARN de type III sur 
les autres genes. Premierement, l'octamere est transfere dans la direction opposee au 
mouvement de la polymerase (Clark et Felsenfeld, 1992; Studitsky et al, 1994); si le 
deplacement etait accompli via la diffusion rotatoire par la polymerase, on s'attendrait a ce 
que le nucleosome aille dans la direction inverse. Aucune evidence de mouvement dans 
cette direction n'a ete obtenue. Deuxiemement, l'octamere reste a sa position originale sur 
l'ADN jusqu'a ce que la polymerase ait transcrit entre 50 et 60 nucleotides a l'interieur du 
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nucleosome et qu'un fragment d'ADN suffisamment long (presumement pour permettre la 
formation du renflement) soit detache de la surface de l'octamere (Studitsky, 2001). 
Finalement, etant donne que l'octamere ne quitte jamais l'ADN durant le transfert 
(Studitsky et al, 1994), le seul mecanisme raisonnable pour que la polymerase et l'octamere 
se croisent est la formation d'un renflement d'ADN. 
1.4.2 Les modifications post-traductionneiles des histones 
Les queues d'histones sont impliquees dans divers processus cellulaires via deux 
mecanismes non mutuellement exclusifs: (i) changements dans la structure ou la 
composition des nucleosomes et/ou de la fibre chromatinienne et (ii) modulation de 
l'interaction de facteurs de regulation avec les queues d'histones (Hartzog et Winston, 
1997). Les modifications covalentes des histones ne sont toutefois pas suffisantes a elles 
seules pour provoquer le deplacement des nucleosomes (Johnson et al, 2005). 
Les queues amino-terminales des histones nucleosomales sont sujettes a diverses 
modifications post-traductionnelles telles que l'acetylation, la methylation, la 
phosphorylation, l'ubiquitination, la glycosylation, rADP-ribosylation, la carbonylation, la 
deimination et la sumoylation (Kouzarides, 2007). Ces modifications controlent la 
structure du nucleosome et des niveaux subsequents de compaction, en plus de medier la 
signalisation pour divers processus cellulaires (Fuchs et al. 2006). La distribution de telles 
modifications varie le long du cycle cellulaire, en reponse aux differents regulateurs, et 
entre les differents groupes eucaryotes (Fuchs et al. 2006). La presence de plusieurs 
residus modifies au coeur du nucleosome, sur des sites en apparence inaccessibles aux 
enzymes de modification suggere que certains residus sont modifies avant l'assemblage du 
nucleosome ou apres le retrait d'un dimere H2A-H2B (Cosgrove et Wolberger, 2005). 
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La coordination de la structure de la chromatine pourrait etre accomplie par la synergie 
entre differents enzymes de modification. Le fait que les complexes de remodelage 
dependants de l'ATP puissent etre acetyles par des acetyltransferases d'histones suggere 
que ces activites pourraient se retrouver associees sous forme de complexes multi-
enzymatiques (Luo et Dean, 1999). Malgre le nombre toujours croissant d'enzymes 
identifiees comme modificateurs des queues d'histones, le mecanisme par lequel ces 
modifications regulent la structure de la chromatine n'est pas toujours clair (Cosgrove et 
Wolberger, 2005). Meme si differentes etudes d'expression genomique a grande echelle 
vont a l'encontre de l'hypothese selon laquelle les differentes modifications participent a un 
tres complexe code d'histone (Schubeler et al, 2004), 1'activation et la repression des genes 
est clairement associee a differents patrons de modification. 
1.4.2.1 La phosphorylation 
Ayant lieu sur les serines et threonines, la phosphorylation des histones joue des roles tres 
varies dans la cellule, dont voici quelques exemples. Elle a ete associee a la condensation 
des chromosomes (Ann et al., 2005) et a l'apoptose par la phosphorylation de la serine 10 
de H2B chez la levure (Ahn et al, 2006). La phosphorylation de la serine 129 de H2A, 
ainsi que de la serine 1 de H4 a des sites de bris d'ADN double brin ont aussi ete associes a 
la reparation de l'ADN chez la levure (Cheung et al, 2005). Finalement, la 
phosphorylation de la serine 10 de H3 a ete observee chez plusieurs genes actifs en 
transcription (Labrador et Corces, 2003). 
D'anciens modeles proposent qu'en ajoutant des charges negatives aux histones, certaines 
modifications reversibles, comme la phosphorylation, pourraient affaiblir les interactions 
entre celles-ci et l'ADN, influencant directement la structure de la chromatine. Cependant, 
il n'y a pas d'evidences experimentales appuyant cette theorie (Peterson et Laniel, 2004; 
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Cosgrove et Wolberger, 2005). II est probable que ces modifications agissent au moins en 
controlant la liaison de proteines autres que les histones a la fibre chromatinienne, par 
exemple les enzymes de modification des histones, les enzymes de remodelage de la 
chromatine et les proteines associees a rheterochromatine. Meme si certains 
chromodomaines lient les lysines methylees, et que certains bromodomaines lient les 
lysines acetylees, aucune proteine interagissant specifiquement avec les histones 
phosphorylees n'a encore ete decrite (Fuchs et al, 2006). 
1.4.2.2 La methylation 
II est maintenant evident que la methylation des queues d'histones est impliquee dans la 
regulation de l'expression des genes, dans la transduction de signaux et dans le 
developpement (An, 2007). Les lysines peuvent etre mono-, di- ou trimethylees, tandis que 
les arginines peuvent etre mono- ou dimethylees. II est presume que la methylation de 
rarginine pourrait influencer la stabilite nucleosomale ou les interactions 
internucleosomales (Shilatifard, 2006). 
Contrairement aux modifications reversibles des histones, comme l'acetylation, 
l'ubiquitination et la phosphorylation, la methylation des histones, extremement stable, est 
generalement considered comme une marque epigenetique a long terme (Sims et al, 2004). 
En fait, des activites de demethylation des histones n'ont ete decouvertes que recemment. 
Par exemple, LSD1 agit comme co-represseur de la transcription par son activite de 
demethylation specifique de la lysine 4 de H3 (Shi et al, 2004). Aussi, la proteine JHDM1, 
qui demethyle specifiquement la lysine 36 de H3, possede le domaine JmjC, qui lui confere 
un mecanisme de demethylation particulier (Tsukada et al, 2006). 
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II est connu que les chromodomaines proteiques peuvent lier les lysines methylees 
(Jenuwein et Allis, 2001); quelques proteines, comme par exemple HP1, ont ete trouvees 
associees aux queues d'histones (H3K9 pour HP1) et impliquees dans la transmission de 
signaux de repression (Lachner et al, 2001; Nakayama et al, 2002). La reconnaissance de 
la lysine 9 methylee de H3 par HP1 est en effet partiellement responsable de 
l'etablissement et du maintien de l'heterochromatine facultative (Shilatifard, 2006). HP1 
est tres conservee chez les eucaryotes, avec comme exception notable la levure 
Saccharomyces cerevisiae, chez laquelle les fonctions de silenceur dependent de proteines 
specifiques appartenant au complexe SIR (Silent Information Regulatory). 
1.4.2.3 L'acetylation 
L'acetylation des histones est un processus reversible, possible sur les quatre histones 
majeures. Les histones sont globalement hypoacetylees. La decondensation de la structure 
du nucleosome par l'acetylation rend la chromatine plus accessible aux proteines nucleaires 
- les bromodomaines peuvent lier les lysines acetylees (Jenuwein et Allis, 2001) - et 
contribuerait, selon certains, au code d'histone (Fuchs et al. 2006). Le degre d'acetylation 
des queues d'histones est indicateur, entre autres, de l'efficacite de la reparation de l'ADN 
et de l'activite des silenceurs (Fuchs et al. 2006). 
L'acetylation des histones peut jouer deux roles non mutuellement exclusifs dans la 
regulation de la transcription. Premierement, l'acetylation des lysines des histones peut 
directement affecter la condensation de la chromatine par l'ajout de charges negatives. En 
effet, des etudes in vitro ont montre qu'apres avoir atteint un certain seuil d'acetylation par 
nucleosome, la condensation de la chromatine est bloquee (Tse et al, 1998). Ainsi, la 
fonction de l'acetylation de plusieurs des residus lysine semble etre cumulative (Fischle et 
al., 2003; Dion et al., 2005). Deuxiemement, dans un modele supporte par de nombreuses 
14 
evidences experimentales, l'acetylation, tout comme l'hypo-acetylation des queues 
d'histones sert de signal pour la liaison d'autres facteurs, par exemple diverses 
acetyltransferases et deacetylases d'histones (Dhalluin et ah, 1999; Hassan et ah, 2002; 
Kurdistani et Grunstein, 2003; Parsons et ah, 2003). 
Les complexes enzymatiques responsables de l'acetylation des histones sont nommes 
acetyltransferases. II en existe deux grandes categories, Tune responsable de l'acetylation 
des histones associees a la chromatine (Type A), l'autre acetylant H3 et H4 libres dans le 
cytoplasme (Type B) (Brownell et Allis, 1996; Kuo et Allis, 1998). Plusieurs 
acetyltransferases acetylant les histones chromatiniennes sont par la meme occasion des co-
activateurs de transcription, puisqu'il est reconnu que les histones des regions actives en 
transcription sont generalement hautement acetylees (Mizzen et ah, 1996; Grunstein, 1997; 
Haswell et O'Shea, 1999). 
Le complexe acetyltransferase de type A le plus etudie chez la levure est nomme SAGA 
(Spt/Ada/Gcn5 acetyltransferase) (Grant et ah, 1997). Sa sous-unite catalytique, Gcn5, 
acetyle principalement H3 et H2B. Ce faisant, elle exerce un controle positif sur la 
transcription (Suka et ah, 2001). Un autre complexe de type A possedant une activite 
acetyltransferase est NuA4 (Nucleosome acetyltransferase of histone H4), dont la sous-
unite catalytique est Esal (Allard et ah, 1999). Chez la levure, NuA4 est le seul complexe 
acetyltransferase d'histone essentiel a la survie (Smith et ah, 1998; Allard et ah, 1999). 
Celui-ci est plutot actif dans l'acetylation de H4 et de H2A, et tout autant pour l'activation 
de la transcription. 
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1.4.2.4 L'ADP-ribosylation 
Parmi les histones, HI et H2B sont les accepteurs preferentiels d'ADP-ribose in vivo 
(Huletsky et al, 1989). L'ADP-ribosylation des histones, generalement activee apres des 
dommages a l'ADN, peut etre covalente ou non covalente. La plupart des observations 
suggerent que l'ADP-ribosylation de HI affaiblit son interaction avec l'ADN, modulant la 
decondensation de la chromatine et affectant la stabilite des nucleosomes (Reale et al, 
2000). Cependant, la condensation de la chromatine a aussi ete nominee comme 
consequence de l'ADP-ribosylation de HI (Wong et al. 1983). Ces roles en apparence 
conflictuels pourraient dependre de la distribution des modifications sur le chromosome 
(Kraus et Lis, 2003). 
1.4.2.5 L'ubiquitination 
L'ubiquitination consiste en l'ajout reversible, sur les residus lysines, d'une proteine de 76 
acides amines tres conservee chez les eucaryotes. Contrairement a la majorite des cas, 
1'ubiquitination des histones n'est pas liee a la degradation proteique; elle a plutot ete 
associee avec une chromatine active en transcription, car elle destabiliserait la structure du 
nucleosome (Li et al, 1993) . A l'encontre de ces observations, certains affirment qu'elle 
serait impliquee dans la repression telomerique. D'autres ont recemment trouve H2A 
ubiquitinee sur le chromosome X inactif de cellules femelles (Shilatifard, 2006). 
Differents groupes ont identifle la mono-ubiquitination de H2B comme etant un prerequis 
pour la methylation specifique de la lysine 4 de H3 (Sims et al. 2004), mais aucun facteur 
n'est connu pour lier H2B ubiquitinee (Shilatifard, 2006). II a recemment ete montre que 
l'ubiquitination de la lysine 123 de H2B augmente le taux de recrutement de la polymerase 
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d'ADN de type II au promoteur du gene GAL1, role independant de la methylation de la 
lysine 4 de H3 (Shukla et Bhaumik, 2007). 
1.4.3 Les complexes de remodelage de la chromatine dependants de l'ATP 
Durant l'interphase, l'ADN est majoritairement assemble en microfilament proteique 
dense, meme dans les regions euchromatiques ou le genome subit la replication, la 
transcription, la reparation ou la recombinaison (Peterson, 2000). Les remodeleurs de la 
chromatine y sont evidemment impliques dans les fonctions telles la regulation de la 
transcription, la reparation de l'ADN, en plus du developpement et de la progression du 
cycle cellulaire. De recents travaux ont aussi montre diverses nouvelles fonctions des 
remodeleurs de chromatine, telles le depot de variants d'histones, la cohesion entre 
chromatides soeurs, ainsi que la participation a l'elongation et la terminaison de transcrits 
(Cairns, 2005). 
Le premier complexe de remodelage de la chromatine a ete decrit chez la levure. Les genes 
codant pour ses diverses sous-unites ont ete originellement identifies lors de deux criblages 
independants visant a identifier des mutations affectant le changement de type sexuel ou la 
croissance sur sucrose (Workman et Kingston, 1998; Sudarsanam et Winston, 2000), d'ou 
le nom SWI (homothalic Switching deficient) -SNF {Sucrose Non-Fermenting). Des 
etudes genetiques ont revele que plusieurs mutations pouvant supprimer les phenotypes du 
mutant swi/snf correspondaient a des genes d'histones, indiquant une connexion directe 
entre la fonction de SWI/SNF et la chromatine. Les evidences biochimiques de cette 
relation ont ete apportees par l'observation que le complexe SWI/SNF pouvait alterer la 
structure des nucleosomes de fa9on dependante de l'ATP (Workman et Kingston, 1998; 
Vignali et ah, 2000). Depuis, plusieurs proteines homologues ayant des roles similaires 
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dans la modulation de 1'accessibility a la chromatine ont ete identifiees chez les eucaryotes 
superieurs. 
Plusieurs remodeleurs de la chromatine sont des complexes multiproteiques hydrolysant 
l'ATP pour alterer le positionnement des nucleosomes, rompre les contacts ADN-histone et 
destabiliser la structure et la fluidite de la chromatine (Cairns, 2005). L'alteration de la 
structure ou du positionnement des nucleosomes dans la chromatine est accomplie par leur 
dissociation, leur glissement ou leur relocalisation, autrement dit, de facon non-covalente. 
Ce type de reaction de remodelage laisse l'octamere d'histone intact et change uniquement 
sa localisation relativement a la sequence d'ADN, soit le transfert d'histones hors de la 
region promotrice vers une molecule acceptrice (trans), soit le glissement du nucleosome le 
long de l'ADN (cis) (Korber et al. 2004). Lors du remodelage de la chromatine, l'ADN 
nucleosomal devient plus accessible aux endonucleases de restriction et aux facteurs de 
transcription (Peterson et Workman, 2000). 
Les complexes de remodelage de la chromatine de la super-famille Swi2/Snf2 sont divises 
en quatres groupes selon leurs proprietes biochimiques, la similarite de sequence de leur 
sous-unite ATPase et leur cofacteur preferenciel d'acides nucleiques : Swi2, ISWI, CHD et 
INO80 (Peterson, 2000; Langst et Becker, 2001; Tsukiyama et al, 2002). Les deux classes 
de complexes les mieux caracterisees sont SWI/SNF et ISWI, generalement associes a 
1'activation et a la repression de la transcription, respectivement. 
1.4.3.1 La famille SWI/SNF 
Les ATPases de cette famille contiennent un bromodomaine (Griine et al, 2003) capable de 
reconnaitre les lysines acetylees de la queue amino-terminale de H4 (Winston et Allis, 
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1999), interaction en partie responsable du recrutement du complexe (Dhalluin et al, 1999 ; 
Jacobson et al, 2000 ; Owen et al, 2000; Johnson et al, 2005). Les complexes faisant 
partie de la famille SWI/SNF sont composes de neuf proteines ou plus, certaines formant le 
coeur du complexe et d'autres, non conservees, dont plusieurs sont des proteines 
regulatrices liant l'ADN. Les proteines de la famille Swi2/Snf2 possedent une activite de 
remodelage et une activite d'hydrolyse de l'ATP. En plus d'une multitude de motifs 
predits de liaison d'histones, les complexes de remodelage SWI/SNF possedent plusieurs 
domaines de liaison non specifiques a l'ADN; par exemple, le domaine HMG, hautement 
conserve, qui induit une courbure nette de l'ADN en contactant le sillon mineur (Thomas et 
Travers, 2001). Aussi, ils comptent deux motifs en doigts de zinc, ceux-la moins 
conserves, dont les fonctions sont de medier la reconnaissance de sequences d'ADN et les 
interactions inter-proteiques (Thomas et Travers, 2001). Ainsi, il n'est pas surprenant de 
constater que SWI/SNF est un co-activateur essentiel de certains recepteurs hormonaux 
nucleaires et que certaines de ses sous-unites representent des cibles dans diverses cascades 
de signalisation (Simone, 2006). Une etude a demontre que SWI/SNF facilite la liaison de 
HP1 aux sites nucleosomiques, suggerant son implication dans la formation de 
l'heterochromatine (Nielsen et al, 2002). D'autres ont trouve le complexe SWI/SNF 
associe a l'holoenzyme de la polymerase d'ADN de type II, ainsi qu'au mediateur (Wilson 
et al, 1996; Cho et al, 1998; Alen et al, 2002), indiquant un role de SWI/SNF dans la 
regulation de la transcription. 
Plusieurs etudes in vitro suggerent que les enzymes SWI/SNF induisent la formation de 
structures nucleosomales alterees en rompant les interactions entre l'ADN et les histones 
(Bazett-Jones et al, 1999; Aoyagi et al, 2001; Narlikar et al, 2001; Aoyagi et al, 2002;). 
Cependant, l'etat du nucleosome apres la reaction de remodelage est controverse (Cote et 
al, 1998; Schnitzler et al, 1998; Lorch et al, 1998; Jaskelioff et al, 2000 ; Kassabov et al, 
2003; Fan et al, 2003): certains pretendent que le nucleosome nouvellement remodele 
aurait une conformation plus compacte (Kassabov et al, 2003). De plus, il n'y a aucun 
consensus a savoir si les nucleosomes sont replaces en des localisations bien definies 
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(Kassabov et al, 2003; Flaus et Owen-Hughes, 2003; Zofall et al, 2006), s'ils sont 
redistribues aleatoirement le long de l'ADN (Whitehouse et al, 1999; Jaskelioff et al, 
2000) ou si l'octamere est perdu en solution. 
Une recente publication de Shundrovsky et al. (2006) stipule que le remodelage par 
SWI/SNF n'altere pas la structure generate du nucleosome : l'octamere d'histones resterait 
intact, et la force et la position de ses interactions avec l'ADN seraient essentiellement 
inchangees (Shundrovsky et al, 2006). Ces resultats n'impliquent pas que la structure du 
nucleosome ne soit pas alteree durant le remodelage; seulement que ces nucleosomes 
alteres soient transitoires. lis avancent aussi que le remodelage par SWI/SNF ne resulterait 
pas en la perte d'un dimere H2A-H2B — meme si une telle perte a souvent ete suggeree 
(Cote et al, 1994; Bruno et al 2003; Vicent et al 2004) — indiquant que la perte de ce 
dimere ne soit pas une marque universelle de remodelage. 
Le remodelage des nucleosomes par le complexe SWI/SNF humain (hSWI/SNF) peut 
amener le glissement en cis d'un octamere d'histones le long de l'ADN. Des observations 
structurelles et biochimiques suggerent que le glissement du nucleosome impliquerait un 
processus de diffusion rotatoire par lequel le stress torsionnel ferait pivoter l'ADN sur l'axe 
helical, sans deplacement majeur par rapport au nucleosome (Steger et Workman, 1996). 
Aoyagi et Hayes ont demontre en 2002 que hSWI/SNF pouvait catalyser efficacement le 
glissement de nucleosomes contenant un ADN ramifie bloquant la diffusion rotatoire ou 
une coupure simple brin permettant la dissipation du stress torsionnel, conformement aux 
resultats obtenus pour ISWI chez Drosophila (Langst et Becker, 2001). Ces resultats 
suggerent que le glissement des nucleosomes via SWI/SNF n'est pas exclusivement 
attributable a un simple mecanisme de diffusion rotatoire et appuient les modeles qui 
soutiennent que l'ADN maintient son orientation rotationnelle par rapport au nucleosome, 
tout en etant partiellement separe de la surface des histones durant la translocation. De 
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plus, le mecanisme de diffusion rotatoire est incompatible avec les resultats de 
positionnement des nucleosomes, etant donne que Ton s'attendrait a un processus de 
deplacement continu, sans que les nucleosomes aient tendance a etre localises en des sites 
discrets, tel qu'il est observe (Kassabov et al, 2003). 
Les complexes de remodelage de la famille SWI/SNF sont generalement associes a 
l'activation de la transcription, comme par exemple aux genes GAL1 et GAL10 (Lemieux et 
Gaudreau, 2004). Cependant, il a ete observe chez la levure que le complexe de 
remodelage RSC {Remodels the Structure of Chromatin), isole de par son homologie au 
complexe SWI/SNF, est requis pour le positionnement approprie des nucleosomes au 
promoteur de CHA1, generant une structure chromatinienne permettant la repression de la 
transcription en absence de l'inducteur (Moreira et Holmberg, 1999). 
1.4.3.2 La famille ISWI 
Le groupe ISWI a originellement ete identifie chez Drosophila, de laquelle trois differents 
complexes de type ISWI ont ete purifies : NURF (NUcleosome-Remodeling Factor), ACF 
{ATP-dependant Chromatin assembly and remodeling Factor) et CHRAC (CHRomatin 
Accessibility Complex) (Dirscherl et Krebs, 2004). Depuis, des complexes homologues ont 
ete identifies chez plusieurs eucaryotes (Johnson et al., 2005). Les complexes ISWI sont 
generalement petits (de 2 a 5 unites), comparativement aux autres complexes de la super-
famille Swi2/Snf2 (Johnson et al., 2005). Les ATPases de cette famille contiennent des 
domaines SANT et SLIDE (Griine et al., 2003), responsables de l'interaction entre ISWI et 
les lysines de l'histone H4 (Johnson et al., 2005). II semble y avoir deux differences 
majeures entre la famille ISWI et la plupart des autres remodeleurs dependant de l'ATP : la 
diversite des fonctions et la difference de ciblage. La plupart des autres complexes de 
remodelage interviennent dans la regulation de la transcription de genes specifiques, leurs 
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differentes sous-unites etant impliquees dans le ciblage et le recrutement d'autres enzymes 
de modification de la chromatine. Cependant, les fonctions attribuees in vivo aux 
complexes ISWI incluent non seulement la regulation de la transcription, mais aussi 
Fassemblage de la chromatine, l'espacement et le deplacement des nucleosomes, la 
replication a travers la chromatine, le maintien de structures d'ordre superieur de la 
chromatine et la fixation du complexe cohesine (Dirscherl et Krebs, 2004; Sims et al. 
2004). 
Plusieurs des roles des complexes ISWI ne requierent pas un ciblage specifique, et le fait de 
les retrouver dans Fheterochromatique telomerique et le nucleole soutient Fidee qu'ils 
pourraient etre cibles a des structures plutot qu'a des sequences d'ADN (Mellor, 2006). 
Le modele de diffusion rotatoire requiert la rotation de l'ADN nucleosomal a la surface de 
Foctamere et 1'absence de bris simple-brin qui pourraient disperser le stress rotationnel 
accumule. Or, rintroduction de bris simple-brin dans l'ADN nucleosomal n'empeche pas 
le deplacement des nucleosomes par les complexes de remodelage de la famille ISWI 
(Langst et Becker, 2001). De plus, des nucleosomes contenant des ADN ramifies qui 
forment une barriere sterique a la diffusion rotatoire sont deplaces avec succes (Aoyagi et 
al, 2003). L'ensemble des demonstrations experimentales disponibles va a l'encontre du 
mecanisme de diffusion rotatoire de remodelage de la chromatine. Le mecanisme de 
propagation de renflement est en general retenu pour expliquer le remodelage par les 
complexes de la famille ISWI (voir Figure 2). 
II a ete demontre que la chaperonne HMGB1 augmente la cinetique de deplacement des 
nucleosomes par ACF et CHRAC, deux complexes de remodelage de la famille ISWI 
(Bonaldi et al, 2002 ). HMGB1 interagit avec le sillon mineur de l'ADN et, comme tous 
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les domaines HMGB, induit une courbure de l'ADN de 100° (Lnenicek-Allen et al, 1996; 
Payet et Travers, 1997). 
1.4.3.3 La famille CHD 
Les ATPases de cette famille, generalement associees a la repression de la transcription, 
contiennent un chromodomaine et des doigts PHD, motif similaire aux doigts de zinc 
(Langst et Becker, 2001). Chez les mammiferes, le chromodomaine semble etre soit un 
composant structurel de grands complexes chromatiniens, soit une proteine impliquee dans 
le remodelage de la chromatine. II a aussi un role dans la regulation de l'activite genique et 
aurait une influence sur 1'organisation du genome. Les doigts PHD sont quant a eux en 
cause dans la regulation de 1'expression des genes. Les ATPases de la famille CHD sont 
parfois retrouvees sous forme de complexe avec des deacetylases d'histones (Lusser et 
Kadonaga, 2003). 
II a ete observe que le remodelage des nucleosomes d'un ADN ramifie (en epingle a 
cheveux) par Mi-2 de Xenopus (un complexe du groupe CHD) etait identique a celui des 
nucleosomes de l'ADN natif. Ces resultats portent a croire que le glissement des 
nucleosomes par le complexe Mi-2 aurait lieu via un autre mecanisme que la simple 
diffusion rotatoire (Aoyagi et al, 2003). 
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1.4.3.4 La famille INO80 
Les membres de cette famille contiennent un domaine ATPase dedouble (Langst et Becker, 
2001). La proteine Ino80 fait partie d'un grand complexe possedant environ douze sous-
unites, dont Rvbl et Rvb2, qui possedent une activite helicase. Des roles de reparation de 
l'ADN et de regulation de la transcription ont ete attribues au complexe INO80 (voir la 
section 1.4.4.1.2 sur H2A.X) (Lusser et Kadonaga, 2003). 
1.4.4 Les variants d'histones 
1.4.4.1 Variants de H2A 
1.4.4.1.1 H2A.Z 
Le variant d'histone H2A.Z, qui constitue entre 5 et 10% de toutes les histones de type 
H2A, est l'un des plus etudies actuellement. II partage seulement ~60% d'identite de 
sequence avec H2A (Jin J. et al, 2005), ses differences par rapport a H2A etant 
principalement situees dans les portions amino- et carboxy-terminales, cette derniere lui 
conferant une fonction particuliere (Suto et al., 2000 ; Adam et al, 2001 ; Larochelle et 
Gaudreau, 2003). De plus, il est interessant de noter que H2A ne peut fonctionnellement 
remplacer H2A.Z, et vice versa (Jackson et Gorovsky, 2000; Adam et al, 2001). Souvent 
retrouve dans les regions promotrices chez la levure, H2A.Z peut agir en creant une 
chromatine specialisee favorisant la transcription, comme silenceur ou contre-silenceur a 
differents loci, ainsi que dans le maintien de l'integrite genomique (Santisteban et al, 2000; 
Meneghini et al, 2003; Guillemette et al, 2005 ; Raisner et al, 2005 ; Shia et al, 2006). 
Chez la levure, une fonction de barriere a ete suggeree pour H2A.Z dans l'etalement de 
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l'heterochromatine formee par les facteurs Sir2, Sir3 et Sir4 (Meneghini et al, 2003). 
Cependant, des etudes chez des eucaryotes superieurs ont plutot demontre un role de ce 
variant d'histone dans la formation de l'heterochromatine (Rangasamy et al, 2003 ; 
Greaves et al, 2006). Les mecanismes impliques dans les differentes fonctions de H2A.Z 
sont encore mal caracterises ; le mecanisme par lequel H2A.Z regule la transcription parait 
tres important, compte tenu du fait que ce variant d'histone est essentiel a la survie chez 
plusieurs metazoaires, incluant Drosophila melanogaster et Tetrahymena thermophila, et 
que sa surexpression a ete observee dans plusieurs cas de cancers indifferencies (van Daal 
et Elgin, 1992; Liu etal, 1996; Rhodes, 2004). 
Figure 3. Comparaison de la structure d'un nucleosome contenant H2A et H2A.Z 
(tire de Suto et al., 2000). A) Superposition du cceur du nucleosome contenant H2A et 
H2A.Z ; seulement un demi-nucleosome est montre. H3 est colore en bleu, H4 en vert, H2B 
en rouge, H2A en jaune, H2A.Z en gris, et l'ADN est brun. B) Superposition de H2A et 
H2A.Z, comme en A. Le domaine responsable de l'interaction du dimere H2A-H2B avec 
le tetramere H3-H4 est encadre. 
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La surface du nucleosome forme par 1'incorporation de H2A.Z inclue un ion metallique, 
une region acide plus etendue et une plus grande ouverture au centre du nucleosome. Une 
hypothese actuellement retenue pour expliquer la fonction particuliere de H2A.Z est que 
ces changements de surface permettraient la creation d'un site d'interaction hautement 
specifique pour d'autres proteines nucleaires, tels les facteurs de remodelage de la 
chromatine (voir Figure 3 et Suto et al, 2000). 
Le role de H2A.Z en tant que silenceur de l'heterochromatine 
Plusieurs experimentations suggerent fortement que H2A.Z aurait un role important dans 
l'etablissement de l'heterocriromatine. D'abord chez la levure, il a ete observe que la 
deletion de HTZ1 (gene codant pour H2A.Z) cause une de-repression des genes aux 
telomeres et que sa surexpression retablit le silencing au locus HMR dans une souche ou 
Sirl (une proteine impliquee dans le silencing) est deficiente (Dhillon et Kamakaka, 2000). 
De plus, il a ete trouve que H2A.Z co-localise avec HP1 et interagit directement avec 
INCENP, deux facteurs heterochromatiques importants pour la segregation des 
chromosomes (Rangasamy et al, 2003). Par consequent, il n'est pas surprenant de voir que 
la depletion de H2A.Z par interference a TARN cause des defauts dans la segregation des 
chromosomes et entraine une relocalisation de HP1 (Rangasamy et al, 2004). Aussi, 
Fhomologue de H2A.Z chez la drosophile est essentiel au recrutement de HP1 lors de la 
formation de l'heterochromatine (Swaminathan et al, 2005). En outre, des essais 
d'immunofluorescence ont revele que, durant les etapes de la spermatogenese, les 
chromosomes X et Y deviennent enrichis en H2A.Z au moment de leur inactivation 
(Greaves et al, 2006). Cependant, une fonction de barriere a ete suggeree pour H2A.Z 
dans l'etalement de l'heterochromatine formee par les facteurs Sir2, Sir3 et Sir4 chez la 
levure. Un mecanisme permettant de rallier ces deux fonctions en apparence opposees a ete 
propose. II s'agit de l'« anti-silencing », phenomene par lequel une proteine a la bordure 
d'une region heterochromatique limite l'etalement de rheterochromatine aux regions 
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actives (Meneghini et al, 2003). Etant donne la quantite limitee de facteurs 
heterochromatiques disponibles dans la cellule, l'etalement aux regions actives diminue la 
quantite de ces facteurs presents aux loci devant etre silencieux (Rusche et al, 2003). 
Done, un facteur present dans l'euchromatine (a la bordure de rheterochromatine) peut 
indirectement reguler l'etat de rheterochromatine. 
Le role de H2A.Z dans la stabilite chromosomique 
Des essais d'interaction genetique chez la levure ont revele que HTZ1 est genetiquement 
redondant avec plusieurs genes encodant des facteurs impliques dans la formation du 
kinetochore, un complexe proteique qui lie le centromere (Krogan et al, 2004). De plus, la 
deletion chez la levure ou le « knock-down » par interference par ARN de H2A.Z chez la 
souris cause des defauts importants dans la segregation des chromosomes (Krogan et al, 
2004; Rangasamy et al, 2004). Enfin, il a ete observe que la mutation d'une lysine 
specifique en arginine (K14R) dans la region amino-terminale de H2A.Z peut causer des 
defauts dans la segregation chromosomique (Keogh et al, 2006), suggerant un role pour 
l'acetylation de H2A.Z dans ce processus, puisque ce residu est acetyle par SAGA et NuA4 
(Babiarzefa/.,2006). 
Le role de H2A.Z dans la progression du cancer 
Les cancers sont causes par une mauvaise regulation de 1'expression des genes. L'equipe 
de Zucchi (Zucchi et al, 2004) a montre que le gene codant pour H2A.Z est parmi les plus 
fortement exprimes dans les cellules metastatiques provenant d'un ganglion lymphatique, 
comparativement aux cellules invasives isolees du canal lactifere. Par ailleurs, H2A.Z a ete 
trouve comme marqueur de cancers colorectaux caracterises par une instabilite des 
microsatellites (Dunican et al, 2002). Dans une etude de plus grande envergure, Rhodes et 
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al (2004) ont rassemble 40 bases de donnees sur les profils d'expression de plus de 3700 
echantillons de cancers et ont etabli un profil d'expression commun (Rhodes et al, 2004). 
Le gene codant pour H2A.Z a ete identifie comme faisant partie des genes les plus 
exprimes dans les cas de cancers non differencies, ce qui suggere que ce variant pourrait 
jouer un role central dans la progression de cette maladie (Rhodes et al, 2004). 
Le role de H2A.Z dans la replication de l'ADN et la progression du cycle cellulaire 
Differentes etudes de letalite synthetique impliquant HTZ1 ont identifie plusieurs genes 
impliques dans la replication de l'ADN. La deletion de HTZ1 chez la levure entraine de 
surcroit un retard de relache de certaines origines de replication, ainsi qu'un ralentissement 
marque dans la progression du cycle cellulaire en phases Gl et S (Dhillon et al, 2006). Une 
partie de ce retard peut etre expliquee par un defaut de l'expression des genes CLN2 et 
CLB5, codant pour deux cyclines responsables de la progression du cycle cellulaire chez la 
levure (Dhillon et al, 2006). Toutefois, il est probable que les mecanismes par lesquels 
H2A.Z regule la transcription des genes soient les memes que ceux utilises pour reguler la 
relache des origines de replication. Une evidence vient d'etudes de localisation globale de 
H2A.Z, ou celui-ci est enrichi a certaines origines de replication dans le genome de la 
levure (Guillemette et al, 2005). 
Dans le meme ordre d'idees, il a recemment ete montre qu'une depletion en H2A.Z chez 
des fibroblastes humains induit la transcription de p21 (qui mene a 1'arret du cycle 
cellulaire en Gl) et la voie de signalisation p53 —*• p21 menant a la senescence (Gevry et 
al., 2007). 
28 
Le role de H2A.Z dans la transcription genique 
Les premieres observations demontrant une implication du variant d'histone H2A.Z dans la 
regulation de la transcription genique ont ete realisees grace au protozoaire Tetrahymena 
thermophila, chez lequel H2A.Z est associe exclusivement avec le macronoyau 
transcriptionnellement actif, etant exclu du micronoyau inactif (Allis et al, 1980; Stargell 
et al., 1993). Des etudes subsequentes chez S. cerevisiae ont permis de constater que HTZ1 
est genetiquement redondant avec des composantes des complexes de remodelage de la 
chromatine SWI/SNF et SAGA (Santisteban et al, 2000). Une analyse globale 
d'expression comparant des cellules Ahtzl avec la levure de type sauvage par hybridation 
des transcrits sur une puce a ADN a permis d'identifier 214 genes qui sont affectes 
positivement par HTZ1 en conditions de croissance exponentielle, genes parmi lesquels 
environ la moitie est situee a proximite des regions telomeriques (Meneghini et al, 2003). 
II est interessant de noter que la repression observee chez ces genes en absence de HTZ1 est 
partiellement reversible par une deletion de SIR2, gene codant pour une proteine impliquee 
dans le silencing. Ces resultats appuient l'idee mentionnee precedemment selon laquelle 
H2A.Z previendrait l'etalement de l'heterochromatine aux regions subtelomeriques 
(Meneghini et al, 2003). II est toutefois probable que l'analyse par Meneghini et al (2003) 
sous-estime la quantite de genes affectes positivement par H2A.Z. En effet, cette analyse a 
ete effectuee sur des cellules en croissance exponentielle dans un milieu riche; elle pourrait 
done faillir a detecter certains genes induits uniquement dans des conditions differentes. 
Parmi les genes dont 1'expression est affectee negativement par la deletion de HTZ1, 
mentionnons : GAL1, GAL7 et GAL10 (Adam et al, 2001; Santisteban et al, 2000); PH05, 
lorsque SWI2/SNF2 est delete (Santisteban et al, 2000), PURS, lorsque la replication est 
bloquee (Larochelle et Gaudreau, 2003), CLN2 et CLB5, induits dans le cycle cellulaire 
(Dhillon et al, 2006) et finalement plusieurs genes qui repondent au stress de temperature 
elevee (Zhang et al, 2005). L'hyper-acetylation de H2A.Z a finalement ete observee a 
l'extremite 5' de genes transcriptionnellement actifs (Bruce et al, 2005). 
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Des chaperonnes d'histones sont requises pour aider l'assemblage et le remodelage des 
nucleosomes durant la replication et la transcription (Akey et Luger, 2003; Tagami et al, 
2004). Une de ces chaperonnes, Napl, peut transferer des dimeres H2A-H2B durant la 
transcription in vitro, transfert facilite par l'acetylation des queues d'histones (Ito et al, 
2000; Levchenko et Jackson, 2004; Park et al, 2005). Mizuguchi et al (2004) ont aussi 
montre Napl present en association avec un dimere H2A.Z-H2B chez la levure. De plus, il 
a recemment ete observe que la chaperonne Chzl peut aussi aider 1'incorporation 
specifique d'un dimere H2A.Z-H2B dans un nucleosome (Luk et al, 2007). 
Un premier complexe de remodelage de la chromatine implique dans 1'incorporation de 
H2A.Z dans la chromatine in vitro a ete identifie en 2004 chez la levure (Mizuguchi et al, 
2004; Kobor et al, 2004; Krogan et al, 2004). Le complexe SWR1 est compose de 13 
sous-unites, incluant Swrl, une ATPase de la famille Swi2/Snf2, essentielle pour le depot 
de H2A.Z, tant aux regions transcrites que non transcrites (Meneghini et al, 2003; Dryhurst 
et al, 2004). II est interessant de mentionner que SWR1 opere la rapture de contacts entre 
les histones, sans deplacer l'octamere ou le nucleosome (Korber et Horz, 2004). La 
destinee du dimere H2A-H2B retire est inconnue; ainsi, il est plus a propos de parler d'un 
remplacement d'histones que d'un echange. L'orthologue de SWR1 chez Drosophila, le 
complexe Tip60, presente un role analogue (Kusch et al, 2004). Chez l'humain, deux 
homologues de SWR1 ont ete identifies : p400/Domino et SRCAP (Doyon et Cote, 2004 ; 
Jin et al., 2005). Un complexe contenant SRCAP a recemment ete identifie, et il a ete 
observe qu'il pouvait catalyser l'echange d'un dimere H2A-H2B pour H2A.Z-H2B dans 
des mono-nucleosomes reconstitues (Ruhl et al. 2006). II reste cependant a determiner si 
ces homologues de SWR1 peuvent aussi remplir cette fonction in vivo. 
Les evidences disponibles a ce jour tendent a demontrer que la presence de H2A.Z dans un 
nucleosome en augmenterait la stabilite. Toutefois, cette affirmation reste controversee et 
est le sujet d'intenses debats. D'une part, des etudes de sedimentation ont revele que le 
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nucleosome contenant H2A.Z facilite la formation in vitro de structures condensees 
comparables a la forme 30S de la chromatine trouvee in vivo (Fan et al, 2002), ce qui 
faciliterait la liaison de HP1 (Fan et al, 2004). D'autre part, il a ete demontre que la 
structure de l'octamere dans le nucleosome H2A.Z est plus stable que celle de H2A (Li et 
al, 1993; Park et al, 2004; Thambirajah et al, 2006). Tout d'abord, le FRET 
{Fluorescence Resonance Energy Transfer) a permis d'observer que H2A.Z stabilise 
l'interaction entre le dimere H2A.Z-H2B et le tetramere H3-H4 (Park et al, 2004). Une 
autre technique a permis d'arriver a une conclusion semblable : lorsqu'un extrait de 
chromatine partiellement digeree est applique sur une colonne d'hydroxyapatite (qui 
interagit fortement avec l'ADN), H2A.Z est elue a des concentrations plus elevees de sel 
que H2A et H2B, ce qui suggere une meilleure stabilite (Li et al, 1993; Thambirajah et al, 
2006). Toutefois, la stabilite du nucleosome contenant H2A.Z serait dependante du niveau 
d'acetylation des histones (Thambirajah et al, 2006). D'autres etudes ont cependant 
rapporte que H2A.Z destabilise l'interaction avec H2B (Placek et al, 2005) ou rend le 
nucleosome plus mobile sur l'ADN (Flaus et al, 2004). II est probable que les differences 
experimentales dans ces essais biochimiques soient a Porigine de conclusions differentes. 
1.4.4.1.2 H2A.X 
Le variant d'histone H2A.X possede une sequence carboxy-terminale unique contenant un 
residu serine conserve a travers les especes (la serine 129 chez la levure), lequel est 
phosphoryle dans les nucleosomes adjacents a un site de bris d'ADN double-brin (Aussio et 
Abbott, 2002 ; Redon et al, 2002). H2A.X est habituellement dispose de facon aleatoire 
dans les chromosomes, independamment des dommages a l'ADN. La perte de H2A.X 
cause une augmentation de la frequence des evenements de rearrangements chromosomaux 
et de transformations oncogeniques. 
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Chez la levure, le complexe de remodelage de la chromatine INO80 peut s'associer a 
H2A.X et est recrute aux sites de bris d'ADN double-brin (van Attikum et al, 2004; 
Morrison et al, 2004; Downs et al, 2004). Meme si l'helicase du complexe INO80 
contient un domaine ATPase similaire a celui du complexe SWR1, il n'y a encore eu 
aucune demonstration que INO80 pouvait catalyser une reaction de remplacement 
d'histones similaire (Mizuguchi et al, 2004). Ainsi, le role des complexes INO80 pourrait 
etre de stabiliser les nucleosomes H2A.X, de retirer l'histone H2A.X ou d'etre recrute aux 
sites de bris d'ADN double-brin pour remplir une fonction a ce jour indeterminee. 
1.4.4.1.3 H2Av 
Chez Drosophila, le variant d'histone H2Av combine les proprietes de H2A.Z et H2A.X, 
incluant le residu serine carboxy-terminal conserve, qui est phosphoryle dans les 
nucleosomes adjacents a un site de bris d'ADN double-brin (Madigan et al, 2002). Le 
complexe Tip60, qui contient une activite de type Swrl et une activite acetyltransferase, 
acetyle H2Av phosphoryle et l'echange contre un H2Av non modifie in vitro (Kusch et al, 
2004). 
1.4.4.1.4 MacroH2A 
MacroH2A est un variant d'histone specifique aux vertebres qui possede un domaine 
carboxy-terminal capable de lier des metabolites nucleotidiques specifiques et des 
deacetylases d'histones. II est enrichi dans le chromosome X inactif chez les mamrniferes 
(Chadwick et Willard, 2004). Zhang et al. (2005) ont montre que la chaperonne d'histones 
HIRA et la proteine ASF la, impliquee comme contre-silenceur, sont responsables de 
1'incorporation de macroH2A aux foyers heterochromatiques associes a la senescence. 
Toutefois, le mecanisme d'incorporation des histones dans la chromatine par HIRA, ainsi 
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que le role exact de macroH2A dans la structure heterochromatinienne restent inconnus 
(Chakravarthy et al, 2005). 
1.4.4.1.5 H2ABbd 
Le variant H2A (Barr-body-deficient), mal connu, est accumule aux sites actifs de 
transcription et est exclu du chromosome X inactif chez les mammiferes femelles 
(Chadwick et Willard 2001). Ce variant est done une marque de chromatine active en 
transcription. II peut etre incorpore au nucleosome, toutefois, il lui confere une plus faible 
stabilite par rapport a H2A, conformement a son role positif en transcription (Gautier et al, 
2004). Les complexes de remodelage SWI/SNF et ACF sont incapable de mobiliser les 
nucleosomes formees du variant H2ABbd (Angelov et al, 2004). Les mecanismes de 
regulation de la transcription et de remodelage de ces nucleosomes sont encore sous 
investigation. 
1.4.4.2 Variants de H3 
1.4.4.2.1 H3.3 
H3.3 differe de H3 par seulement quatre acides amines. La structure de nucleosomes 
contenant chacune des formes est presque identique, rendant improbable l'hypothese que 
H3.3 agisse directement par des modifications structurelles (Davey et al, 2002). Or, la 
modification post-traductionnelle de H3.3 pourrait introduire des changements au niveau de 
la structure du nucleosome. Par exemple, la phosphorylation (ou non) d'un residu serine 
specifique conserve est associee a differents processus cellulaires (Malik et Henikoff, 2003; 
Hake et al, 2005). H3.3 est enrichi dans des regions actives en transcription (Ahmad et 
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Henikoff, 2002), alors que H3 est associe aux modifications trouvees dans la chromatine 
silencee, telle la methylation de H3K9 (Hendzel et Davie, 1990; McKittrick et al, 2004; 
Wirbelauer et al, 2005). La raison pour laquelle H3.3 est retrouve preferentiellement dans 
les regions transcriptionnellement actives est encore inconnue, or un role a ete suggere pour 
H3.3 dans la prevention de l'etalement de Fheterochromatine (Malik et Henikoff, 2003; 
Janicki et al, 2004). 
L'histone H3 est associee principalement avec des complexes contenant la chaperonne 
d'histone Cafl, alors que H3.3 co-purifie avec des complexes contenant HIRA (voir plus 
haut), celle-ci etant impliquee dans le depot de ce variant d'histone par un mecanisme 
independant de la replication encore irresolu (Chakravarthy et al, 2005). 
1.4.4.2.2 CENP-A 
Le variant d'histone CENP-A, specifique au centromere, est implique dans la segregation 
des chromosomes (Malik et Henikoff, 2003); des etudes genetiques revelent que CENP-A 
est associe avec plusieurs facteurs impliques dans la structure et la fonction des 
centromeres et est essentiel pour l'assemblage du kinetochore, auquel les microtubules 
s'attachent lors de la mitose et de la meiose (Stoler et al 1995; Howman et al. 2000; Smith, 
2002; Amor et al, 2004; Hayashi et al, 2004; Walfridsson et al, 2005). Le centromere 
n'est pas determine par la sequence d'ADN, mais plutot par la structure de la chromatine 
centromerique (Lo et al, 2001 ; Alonso et al, 2003; Nagaki et al, 2004). Un complexe 
recemment identifie, CID, permettrait l'assemblage de ce variant d'histone dans la 
chromatine chez Drosophila (Furuyama et al, 2006), et les facteurs de chargement de 
CENP-A interagiraient avec differents complexes de modification des histones (Hayashi et 
al, 2004). 
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Chez la levure, ce variant de H3 est appele Cse4. II est un composant structurel du coeur 
centromerique. Chez les mutants de deletion pour H4 (deletion de HHF2 et mutation faux-
sens thermo-sensible de HHF1) et Cse4 (interruption de CSE4), la structure du centromere 
est alteree a une temperature de 37°C (temperature restrictive). La surexpression de Cse4 
chez le mutant H4 etant en mesure d'abolir cette alteration dans la structure, il est suppose 
que les deux proteines agissent conjointement sur la structure du centromere (Meluh et al., 
1998). 
1.5 Les genes GAL1 et GAL10 
Les genes GAL1 et GAL10, situes sur le chromosome II de Saccharomyces cerevisiae ont 
un role primordial dans le metabolisme du galactose. Le gene GAL1 code pour une 
galactokinase responsable de la phosphorylation de l'alpha-D-galactose en alpha-D-
galactose-1 -phosphate, ce qui constitue la premiere etape du catabolisme du galactose. La 
fonction principale de la proteine encodee par GAL10 est de catalyser l'interconversion de 
FUDP-galactose et de l'UDP-D-glucose, reactions impliquees dans le metabolisme du 
galactose ; GallO est done une UDP-glucose-4-epimerase. L'expression de l'ensemble des 
genes structuraux impliques dans le metabolisme du galactose (GAL1, GAL10, GAL7, 
GAL2) est regulee de facon coordonnee en reponse a la presence de galactose par Gal4, 
Gal80 et Gal3 (Bash et Lohr, 2001). En presence de raffinose ou de galactose, un dimere 
de l'activateur transcriptionnel Gal4 est lie aux sites d'activation en amont trouves dans les 
promoteurs des genes GAL. En presence de raffinose, un milieu non inducteur, mais non 
represseur, Gal80 est lie au dimere de Gal4, empechant ce dernier de recruter differents 
activateurs, facteurs de remodelage de la chromatine et la machinerie transcriptionnelle 
(Lohr et al, 1995). Cependant, en presence de galactose, Gal3 sequestre le represseur 
transcriptionnel Gal80 au cytoplasme, levant ainsi la repression de Gal4, ce qui permet 
l'expression des genes GAL (Lohr et al, 1995). La source de carbone preferentiellement 
utilisee par la levure est le glucose, dont le catabolisme requiert moins d'investissement 
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energetique par rapport au galactose. Ainsi, lorsque les levures croissent dans un milieu ou 
le glucose est disponible, les genes GAL sont reprimes (Ptashne, 2002). II a ete demontre, 
pour le gene GAL1, que le represseur Migl lie un element specifique situe au promoteur, ce 
qui permet le recrutement de TUP1, qui est implique dans l'etablissement d'une structure 
chromatinienne repressive via des interactions avec les histones H3 et H4 (Ptashne, 2002). 
De plus, Migl reprime l'expression de GAL4. 
La presence du variant d'histone H2A.Z aux promoteurs de GAL1 et de GAL10 a ete 
observee par immunoprecipitation de la chromatine (ChIP) par notre groupe (Adam et al, 
2001). Conformement a des resultats obtenus par Santisteban et al. (2000), nous avons 
aussi observe une diminution du signal correspondant a H2A.Z dans le temps a ce meme 
site, suite a l'activation transcriptionnelle des genes GAL (Adam et al, 2001). Des lors, le 
variant d'histone semblait etre implique d'une quelconque facon dans la regulation de la 
transcription des genes GAL1 et GAL10. Un essai d'extension d'amorce a determine que la 
deletion de HTZ1, affecte negativement l'induction de la transcription de GAL1 et de 
GAL10 (Adam et al, 2001). La presence du variant semble done necessaire pour 
l'activation de la transcription de ces genes, son role exact restant encore irresolu. 
L'hypothese sur laquelle les travaux ci presentes sont bases se resume par un role de H2A.Z 
dans la stabilisation de nucleosomes cles, en attente du signal d'activation, lesquels seraient 
disassembles au moment de l'induction. Cette hypothese est soutenue par 1'observation 
recente par Gligoris et al. (2007) que le co-represseur Tupl dirige le depot de H2A.Z a 
nucC, marquant ainsi GAL1 pour une activation rapide (voir Chapitre 1, Figure 2C et 
Gligoris et al, 2007). II a d'abord ete observe par la technique de LM-PCR, qu'au moins 
un des nucleosomes presents a la region promotrice de GAL1 occupe une position 
differente chez la levure de type sauvage, comparativement au mutant de deletion de 
HTZ1 : le nucleosome est deplace d'approximativement 20 paires de bases en aval chez le 
mutant (Guillemette et al., 2005). L'objectif des travaux ci presentes est de determiner le 
role de H2A.Z sur le positionnement, la stabilite et l'abondance relative des nucleosomes a 
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l'ensemble de la region promotrice de GAL1 et GAL10 chez Saccharomyces cerevisiae. 
Pour ce faire, la technique de balayage des nucleosomes sera employee. 
1.6 Le gene CHA1 
Le gene CHA1 code pour une serine / threonine dehydratase. Son expression peut etre 
induite par l'ajout de serine au milieu; la dehydratase etant des lors impliquee dans le 
catabolisme de cet acide amine (Bornaes et al, 1992). Le gene CHA1 est situe sur le 
chromosome III et a recemment fait l'objet de plusieurs etudes sur le positionnement des 
nucleosomes a sa region promotrice, de meme que sur la presence du variant d'histone 
H2A.Z a cette meme region (Moreira et Holmberg, 1998 ; Guillemette et al, 2005 ; Yuan 
et al, 2005). De ces experimentations decoulent la connaissance du positionnement des 
nucleosomes au promoteur en absence et en presence d'induction du gene, en plus de la 
confirmation de la presence de H2A.Z a cette region. Ce gene a ete choisi dans le but de 
valider la technique de balayage des nucleosomes, operee d'abord a la region promotrice 
de GAL1-GAL10. Afin de verifier si l'hypothese mentionnee precedemment concernant le 
role de H2A.Z dans l'activation de la transcription s'applique aussi au gene CHA1, il reste 
done aussi a verifier si la deletion de H2A.Z a un effet negatif sur son expression. 
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CHAPITRE 1 
POSITIONNEMENT DES NUCLEOSOMES PAR LE VARIANT D'HISTONE H2A.Z A 
LA REGION PROMOTRICE DE GAL1-10 CHEZ SACCHAROMYCES CEREVISIAE 
2.1 materiels et methodes 
2.1.1 Souches de levure et milieux de croissance 
Tableau 1. Souches de levures employees. 
Souche 
W303 
MAY424 
MSY590 
MSY1147 
Genotype 
MATa, ura3-l, leu2-3, 112, ade2-l, his3-ll, 15, trpl-1, canl-100 
w303a, Ahtzl::hisg 
MATaHHTl-HHFl A Qiht2-hhf2) leu2-3,112 Iys2-A201 ura3-52 
MSY590a, Ahtzl::URA3 
Les milieux employes pour la croissance de Saccharomyces cerevisiae pour l'atteinte des 
objectifs du chapitre 1 sont tous composes des memes ingredients de base, a savoir lOg 
d'extrait de levure, 20g de peptone et 0,14g d'adenine par litre. La difference entre eux 
provient du sucre ajoute, soit galactose 5% p/v, raffinose 2% p/v ou glucose 2% p/v, pour 
induire, ne pas induire ou reprimer l'expression des genes GAL1 et GAL10 respectivement. 
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2.1.2 Preparation de noyaux 
L'isolation de noyaux pour Saccharomyces cerevisiae debute par l'obtention d'une culture 
d'un volume de 1L dans le milieu approprie, avec agitation a 225 rpm, a 30°C, jusqu'a une 
densite optique a 600nm (DO600) de 1 a 3, soit 1'equivalent de 2 a 6 xlO7 cellules/mL. Les 
cellules sont d'abord pontees au formaldehyde (concentration finale de 1% v/v) 30 minutes 
a 30°C, avec agitation a 225 rpm. Le pontage est arrete par l'incubation en presence de 
0,125M de glycine, 20 minutes a 30°C, avec agitation a 225 rpm. Les cellules sont ensuite 
centrifugees 10 minutes a 3000 x g a 4°C, pesees et lavees deux fois dans 50mL d'eau 
distillee. Deux volumes de solution de pre-incubation (0,7M P-mercaptoethanol et 2,8mM 
EDTA) sont ajoutes et le tout est incube 30 minutes a 30°C, avec agitation a 225 rpm. 
Cette suspension subit alors deux etapes de lavage consistant en une centrifugation de 5 
minutes a 3000 x g a 4°C suivie d'une resuspension dans 50mL de milieu supplemente de 
1M sorbitol, puis dans 5mL de milieu supplemente de 1M sorbitol et de 5mM P-
mercaptoethanol par gramme de cellules. La zymolyase est ensuite ajoutee aux levures a 
raison de 1/50 du volume d'une solution fraiche a 20mg/mL. Le melange est agite a 80 
rpm a 30°C jusqu'a ce qu'une dilution 1:100 dans 1% p/v SDS ait une DC>6oo inferieure a 
5% de la DO600 initiale. Les spheroplastes ainsi obtenus sont centrifuges 5 minutes a 2000 
x g a 4°C et laves avec 50mL de Sorbitol 1M. lis sont centrifuges a nouveau 10 minutes a 
3000 x g a 4°C et resuspendus dans 7mL de solution de Ficoll (18% p/v Ficoll, 20mM 
KH2PO4 pH 6,8, ImM MgCl2,0,25mM EGTA et 0,25mM EDTA) par gramme de cellules. 
Les noyaux sont finalement ultra-centrifuges 30 minutes a 13200rpm a 4°C et soumis pour 
digestion a la MNase. 
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2.1.3 Preparation d'ADN genomique 
Preparer une culture d'un volume de lOmL dans le milieu approprie, toute la nuit, avec 
agitation a 225 rpm, a 30°C. Centrifuger les cellules 5 minutes a 2500 x g a temperature 
ambiante. Ajouter 400uL de billes de verre et 400uL de phenol-chloroforme pH8,0. 
Vortexer 4 minutes et centrifuger 10 minutes a vitesse maximale dans une 
microcentrifugeuse, a temperature piece. Reprendre l'extraction de la phase aqueuse 
jusqu'a ce que l'interphase soit claire. Precipiter l'ADN avec deux volumes d'ethanol, 
laver avec 1 mL d'ethanol 70% v/v et resuspendre dans 125uL d'eau distillee. 
2.1.4 Digestion a la nuclease micrococcale 
Cette technique est employee pour digerer des noyaux purifies, aussi bien que de l'ADN 
genomique. Pour ce qui est des noyaux, un culot correspondant a environ 0,5g de cellules, 
et prepare conformement aux instructions de la section 2.1.2, est resuspendu dans 3mL de 
tampon de digestion frais (15mM Tris-HCl pH8.0, 50mM NaCl, l,4mM CaCl2) en 
vortexant. Les noyaux sont ensuite centrifuges 5 minutes a 2000 x g a 4°C et resuspendus 
avec suffisamment du tampon de digestion pour obtenir une DO260 egale a 100 unites. La 
suspension de noyaux est divisee en aliquotes de 200uL, auxquelles la MNase est ajoutee a 
des concentrations variant typiquement de 0 a 300 U/mL. La digestion est terminee apres 
10 minutes par l'ajout de lOuL d'une solution composee de 1M Tris-HCl pH8.8 et de 
80mM EDTA pH8.0. 5uL d'une solution de SDS a 20% p/v sont ajoutes prealablement a 
une inversion des pontages au formaldehyde par l'incubation a 65°C pendant un minimum 
de 6 heures. Le melange est ensuite deproteinise au moins 30 minutes a 37°C en presence 
de 0,2mg de proteinase K. Pour ce qui est de l'ADN genomique, des etapes similaires sont 
effectuees en ce qui a trait a la digestion a la MNase et au traitement a la proteinase K. La 
seule difference notable concerne la concentration de MNase utilisee, qui est plutot de 
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l'ordre de 0 a 5 U/mL. Les Stapes subsequentes sont exactement les memes pour les deux 
sources d'ADN. Sont alors ajoutes, tout en melangeant bien: 1/5 du volume d'acetate 
d'ammonium, un volume de phenol et un volume de chloroforme. Les tubes sont ensuite 
centrifuges 5 minutes a vitesse maximale dans une microcentrifugeuse, a temperature piece. 
La phase aqueuse est de nouveau extraite avec du chloroforme, jusqu'a ce que l'interphase 
soit claire. La phase aqueuse est ensuite traitee une heurea la RNAse et l'ADN est 
precipite avec 2,5 volumes d'ethanol 100% v/v, a -20°C et lave avec lmL d'ethanol 70% 
v/v. L'ADN ainsi obtenu est migre sur gel d'agarose 1,5% p/v et les bandes correspondant 
a la taille d'un mono-nucleosome (140 a 220 paires de bases, approximativement, 
conformement au protocole du groupe de Kevin Struhl (Sekinger et al, 2005)) sont 
coupees puis purifiees a l'aide du systeme de purification sur colonne commercialise par la 
compagnie Promega. 
2.1.5 Balayage des nucleosomes 
La technique de balayage des nucleosome reside en la realisation de plusieurs experiences 
de PCR en temps reel (Q-PCR). L'ADN nucleosomal, l'ADN genomique deproteinise et 
l'ADN genomique deproteinise digere partiellement a la MNase subissent une 
quantification relative avec des amorces produisant des produits d'elongation de 100 ± 
1 lpaires de bases qui se chevauchent a un intervalle de 30 paires de bases. Ces amorces 
sont choisies pour couvrir les regions intergeniques entieres des genes etudies, ainsi que 
quelques centaines de bases en amont et en aval de celles-ci. La reaction de Q-PCR 
s'effectue dans un volume de 20uL, en presence de 4pmol de chacun des oligos, de 0,2uL 
de dNTPs a 25mM, de 0,2|iL de polymerase Hotstart Taq Cs3C (Kermekchiev et al, 2003), 
ainsi que du tampon de Q-PCR pour une concentration finale de 6mM Tris-HCl pH8.3, 
25mM KC1, 4mM MgCl2, 75mM trehalose, 0,1% v/v Tween 20, 0,lmg/mL BSA non 
acetyle, 0,0695x SYBR green. Suite a une etape de denaturation initiale de 4 minutes a 
95°C, 40 cycles sont effectues comme suit: 95°C pour 30 secondes, 57°C pour une minute 
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et 72°C pour 30 secondes. II est a noter que toutes les experiences de Q-PCR ont ete 
realisees sur un appareil MX3000P, de Stratagene. 
2.1.5.1 Calcul d'analyse des resultats de Q-PCR 
L'amplification relative en mono-nucleosomes pour une paire d'amorces est calculee selon 
1'equation suivante : 
Equation #1 : Calcul de renrichissement en nucleosomes 
~ v mono " qennu ' 
2 -
^ gen dig " gen nu ' 
2 
La valeur des differents Ct corresond au cycle de Q-PCR auquel 1'amplification d'ADN, 
detectee par remission de fluorescence (SYBR green), devient significative selon les 
parametres determines par le logiciel informatique. Les valeurs decrites par les 
abreviations susmentionnees correspondent a l'amplification due a l'ADN obtenu par la 
digestion de noyaux a la MNase (Ct mono), l'ADN genomique deproteinise et digere (Ct 
gen dig) et l'ADN genomique deproteinise non digere (Ct gen nu). Pour chaque exposant, 
l'amplification due a l'ADN genomique deproteinise non digere est soustrait afin de 
normaliser les paires d'amorces l'une par rapport a l'autre. En effet, Ton considere que sur 
l'ADN genomique non digere, les amorces permettront une amplification optimale, done 
parfaitement proportionnelle a la quantite d'ADN present. 
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La soustraction de 1'amplification due a l'ADN genomique digere consiste en un controle 
pour des regions qui seraient naturellement resistantes a la digestion a la MNase (la MNase 
clive moins facilement les regions riches en GC) et qui auraient malencontreusement migre 
sur gel a la hauteur d'un mono-nucleosome et ete purifiees comme tel. 
2.2 Resultats 
II existe plusieurs techniques pour determiner le positionnement des nucleosomes a un site 
d'ADN particulier. A tres haute resolution, le LM-PCR, lorsque realise parallelement a un 
gel de sequencage, permet de localiser un nucleosome a une seule paire de base pres. 
L'utilisation de cette technique a permis a notre laboratoire d'observer, avec une resolution 
d'environ 20 paires de bases, qu'une deletion de HTZ1 dans la levure altere le 
positionnement du nucleosome nucC dans la region promotrice de GAL1 (voir Figure 2C et 
Guillemette et ah, 2005). A haute resolution, l'ADN mono-nucleosomal peut aussi etre 
hybride a une puce d'ADN ayant une resolution atteignant facilement les 10 paires de 
bases. A resolution moyenne, trois methodes ont longtemps servi a ce type d'etudes : 
l'«indirect end-labeling», la digestion a la DNasel et la combinaison de digestion a 
l'exonuclease III avec la nuclease SI. Cependant, une nouvelle technique recemment 
presentee par le groupe de Kevin Struhl, appelee balayage des nucleosomes, permet 
d'effectuer un positionnement des nucleosomes avec une resolution moyenne, c'est-a-dire 
d'environ 30 paires de bases, mais son avantage principal consiste en sa capacite de 
determiner l'abondance relative et la stabilite de chacun des nucleosomes individuellement 
(Sekinger et ah, 2005). C'est cette technique qui a ete retenue pour ces travaux, etant 
donne la variete d'informations qu'elle permet d'obtenir. 
Les principes de base du balayage des nucleosomes sont, d'une part, 1'amplification de 
l'ADN protege par le nucleosome et, d'autre part, la mesure de renrichissement en 
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nucleosome par rapport aux sites voisins. La toute premiere etape de la methode consiste 
en la digestion de la chromatine avec un enzyme appele nuclease micrococcale (MNase), 
qui clive de maniere non specifique l'ADN qui n'est pas protege par un nucleosome. 
L'ensemble de l'ADN mono-nucleosomal est ensuite purifie sur gel en coupant l'ADN 
correspondant a la taille attendue pour un nucleosome, soit entre 140 et 220 paires de bases 
de long. II est a noter qu'il est possible que des fragments d'ADN correspondant par hasard 
a cette longueur se retrouvent contaminant cette etape de purification. L'ADN 
nouvellement purifie est soumis a une etape d'amplification par PCR quantitatif (Q-PCR). 
Les amorces, d'une longueur moyenne de 20 nucleotides, permettent de generer des 
amplicons d'une longueur de 100 ± 11 paires de bases se chevauchant avec une resolution 
approximative de 30 paires de bases. L'ensemble des amplicons couvre la totalite de la 
region promotrice des genes GAL1 et GAL 10, ainsi que quelques centaines de paires de 
bases dans les regions codantes. Pour chacune des paires d'amorces, il y a trois scenarios 
possibles : lorsque les deux amorces s'hybrident a l'ADN mono-nucleosomal, il y a 
amplification par Q-PCR, mais des qu'une amorce ne s'hybride pas a l'ADN mono-
nucleosomal, il n'y a pas d'amplification. L'analyse de ces resultats de Q-PCR est 
effectuee grace a l'equation #1 presentee a la section 2.1.5.1, ce qui permet de calculer 
l'enrichissement relatif en nucleosomes par rapport aux sites voisins. Le controle 
consistant a tester les amorces de PCR sur l'ADN genomique non digere sert, dans cette 
equation, a relativiser l'efficacite d'amplification des differentes paires d'amorces entre 
elles. Ainsi, lorsque portes en graphique, les resultats du balayage des nucleosomes d'une 
region donnee montrent des pics et des vallees, indiquant les nucleosomes et les espaces 
internucleosomaux, respectivement. Trois types de pics sont attendus avec cette methode, 
la forme du pic revelant de 1'information sur l'abondance relative et la stabilite de ce 
nucleosome. La figure 1 A presente un pic attendu pour un nucleosome parfaitement 
positionne dans toutes les cellules etudiees, c'est-a-dire qu'il atteint un enrichissement 
relatif de 1 (100%) et qu'il occupe une largeur de trois a cinq amplicons. Pour ce qui est du 
pic represents en (B), il s'agirait plutot d'un nucleosome bien positionne, mais retrouve 
seulement dans une partie de la population, etant donnee sa hauteur relative plus basse que 
le pic A (environ 40% de la hauteur de ce dernier). Finalement, un nucleosome mal 
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positionne ou ayant des positions alternatives serait represents par un pic aux allures de 
celui decrit en (C). II s'agit d'un pic plus large, ayant un taux d'enrichissement 
approximativement equivalent a 30% de renrichissement maximal. Ce type de patron est 
aussi observe dans une region ou l'ensemble des nucleosomes sont positionnes 
aleatoirement ou delocalises. Dans ce cas, on observe une densite de nucleosomes 
relativement constante (environ 30% de l'enrichissement maximal) couvrant une assez 
large region. 
Enrichissement 
relatifen 
nucleosomes 
Figure 1. Trois profits de nucleosomes possibles pour la technique de balayage des 
nucleosomes. A) Nucleosome bien positionne dans l'ensemble de la population. B) 
Nucleosome bien positionne dans une portion de la population. C) Nucleosome mal 
positionne ou ayant des positions alternatives. 
La digestion de la chromatine jusqu'au mono-nucleosome ayant bien fonctionne (voir 
Figure 2A), cette technique a ete appliquee a l'etude du positionnement des nucleosomes a 
la region promotrice de GAL1 et GAL10, en milieu riche non inducteur, chez les souches 
w303, MAY424, MSY590 et MSY1147 de levure Saccharomyces cerevisiae decrites au 
tableau #1 de la section 2.1.1. II a d'abord fallu optimiser quelques parametres en fonction 
des resultats obtenus, etant donne les trois principaux problemes rencontres. D'abord, il a 
ete observe qu'il y avait absence d'amplification pour certaines paires d'amorces (Figure 
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2B (1)), tant sur l'ADN genomique nu que sur l'ADN nucleosomal. Cette difficulte est liee 
a la resolution employee pour cette technique, soit d'environ 30 paires de bases. Ainsi, il 
est parfois difficile de generer des paires d'amorces parfaitement capables d'etre efficaces 
dans les memes conditions d'amplification que les autres sans trop les deplacer ou en varier 
la longueur. Outre la nature des amorces, il a fallu aussi mettre au point des conditions 
reactionnelles (concentration d'oligonucleotides, temperature d'hybridation, etc.) qui 
permettaient une amplification par chacune des paires d'amorces simultanement. Une seule 
paire d'amorces ne permet toujours pas une amplification satisfaisante. Sa position est 
indiquee par une fleche aux panneaux A et C de la Figure 4. 
Ensuite, le balayage des nucleosomes a detecte une amplification a un site connu comme 
etant depourvu de nucleosomes (Figure 2B (2)). Cette observation peut etre expliquee par 
1'existence de sequences d'ADN naturellement resistantes a la digestion, et le manque d'un 
controle permettant de soustraire 1'amplification due a cet ADN. C'est alors qu'a ete 
introduit le controle de l'ADN genomique deproteinise (nu) et digere a la MNase, tout 
comme la chromatine. Ainsi, des sites d'ADN naturellement resistants a la digestion par 
cet enzyme et generant des fragments de la taille d'un mono-nucleosome ont pu etre 
purifies sur gel et soumis a une amplification quantitative par Q-PCR ; par exemple, le site 
des UASG- Evidemment, la valeur d'amplification obtenue a ete soustraite de celle 
observee pour l'ADN mono-nucleosomal (voir Equation #1, section 2.1.5.1). 
Finalement, un probleme plutot inattendu a fait surface lors de la constatation de l'etroitesse 
de certains pics (Figure 2B (3)). L'hypothese predominante permettant d'expliquer un tel 
resultat propose que l'ADN purifie comme ayant la taille d'un mono-nucleosome soit en 
realite sur-digere. II est bien connu qu'il est possible que les extremites du fragment 
d'ADN enroule sur l'octamere d'histones se detachent transitoirement, evenement qui 
permettrait a la MNase de cliver l'ADN libere (Li et al., 2004). Cependant, cette idee est 
peu probable, etant donne que la chromatine est pontee chimiquement au formaldehyde 
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prealablement a la digestion, ce qui empeche le bris des interactions entre l'ADN et les 
proteines. 
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Figure 2: Premiere ebauche de balayage de nucleosomes chez MSY590 en milieu riche 
non inducteur. A) Migration sur gel d'agarose 1,5% p/v d'une digestion de noyaux 
(chromatine) jusqu'au mono-nucleosome. (1) Marquevir de poids moleculaire. (2) 
Chromatine non digeree. (3) Chromatine digeree 10 minutes avec 200 U/mL de MNase. 
B) Trois principaux problemes rencontres : (1) pas d'amplification pour certaines amorces 
(2) amplification a un site depourvu de nucleosomes (3) etroitesse des pics. C) Structure 
nucleosomale de la region promotrice de GAL1-GAL10 alignee avec les amplicons choisis 
pour cette region et presentes en B. 
Toutefois, dans le but de verifier que l'etroitesse des pics est inherente a la technique et non 
pas due a une sur-digestion de l'ADN, des balayages de nucleosomes ont ete realises sur 
des purifications d'ADN mono et di-nucleosomal, tels que presentes a la Figure 3. L'ADN 
di-nucleosomal a ete obtenu en effectuant une digestion incomplete de la chromatine, soit 
en utilisant des quantites de MNase ne permettant pas une digestion complete jusqu'au 
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Figure 3. L'ADN correspondant aux mono-nucleosomes n'est pas sur-digere. A) 
Migration sur gel d'agarose 1,5% p/v de digestions de chromatine avec une concentration 
croissante de MNase (0, 75 et 150 U/mL de MNase). B) Balayage des nucleosomes opere a 
un pic etroit sur l'ADN purifie mono-nucleosomal et di-nucleosomal. C) Balayage des 
nucleosomes opere a un pic etroit sur l'ADN purifie mono-nucleosomal plus ou moins 
digere a la MNase. 
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mono-nucleosome (voir Figure 3A). Si l'etroitesse des pics observee etait due simplement 
a une sur-digestion de l'ADN, 1'amplification sur l'ADN di-nucleosomal aurait du fournir 
un pic plus large. Or, la Figure 3 B demontre que ce n'est pas le cas ; l'etroitesse des pics 
observee est done inherente a la technique pour ce nucleosome particulier. Cette 
conclusion a de plus ete obtenue via un second test, soit un balayage des nucleosomes 
realise sur de l'ADN mono-nucleosomal sous-digere (75 ou 150 U/mL) et sur-digere (225 
ou 300 U/mL) (voir Figure 3 C). 
En ce qui a trait au balayage des nucleosomes realise a 1'ensemble de la region promotrice 
de GAL1 et de GAL10, des pics tres etroits, mais reproductibles ont ete observes, en milieu 
riche non inducteur, tant pour les levures de type sauvage (W303 et MSY590) que pour leur 
mutant de deletion de H2A.Z correspondant (MAY424 et MSY1147, respectivement). Les 
resultats obtenus pour MSY590 et MSY1147 sont montres a la Figure 4, A et C. II est 
interessant de noter que l'amplitude des pics, mais pas leur position, varie entre les deux 
souches, ce qui suggere un role pour H2A.Z dans la stabilite de certains nucleosomes 
presents a cette region promotrice. Conformement a l'hypothese selon laquelle H2A.Z 
stabilise des nucleosomes specifiques dans la region promotrice, le nucleosome en amont 
de nucC est present, quoique beaucoup moins abondant, chez le mutant de deletion (voir 
Figure 4 A et C). Toutefois, le pic attendu pour le nucleosome identifie comme nucC (voir 
Figure 4) est absent dans les deux experiences. II avait deja ete observe dans notre 
laboratoire que cette region est particulierement difficile a amplifier par PCR. Ainsi, ce 
resultat n'est pas completement surprenant. L'amplification de l'ADN correspondant a ce 
nucleosome constitue, outre l'etroitesse des pics, le probleme majeur rencontre avec cette 
technique a cette region; davantage d'optimisation sera done requise pour permettre la 
verification de notre hypothese. 
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Figure 4. Balayage des nucleosomes a la region promotrice de GAL1-GAL10 en milieu 
non inducteur chez la levure de type sauvage et le mutant A htzl. A) Balayage des 
nucleosomes en milieu non inducteur chez MSY590 (levure de type sauvage). n=3 B) 
Structure nucleosomale de la region promotrice de GAL1-GAL10 alignee avec les 
amplicons choisis pour cette region. C) Comme en (A), mais pour la souche MSY1147 
(mutant A htzl). 
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CHAPITRE 2 
EFFET DE LA DELETION DU VARIANT D'HISTONE H2A.Z SUR L'EXPRESSION 
DU GENE CHA1 
3.1 materiels et methodes 
3.1.1 Souches de levure et milieux de croissance 
Les souches de levures employees dans ce chapitre sont les memes que pour le chapitre 1 
(voir Tableau 1, section 2.1.1). 
Les milieux de culture utilises pour ces experimentations sont composes de 6,7g de «yeast 
nitrogen base», lOg d'acide succinique, 6g de NaOH, 0,7g d'un melange d'acides amines 
excluant la serine et de 2% p/v glucose. L'expression du gene CHA1 peut etre induite par 
l'ajout de serine a ce milieu de culture, a raison de lg/L. 
3.1.2 Preparation d'ARN 
Preparer une culture d'un volume de lOmL dans le milieu approprie, toute la nuit, avec 
agitation a 225 rpm, a 30°C. Centrifuger les cellules 5 minutes a 2500 x g a 4°C et les 
resuspendre dans 200uL de tampon d'extraction (0,5M NaCl, 0,2M Tris-HCl pH 7,6, 
0,01M EDTA et 1% p/v SDS, prepare avec de l'eau traitee contre les RNAses). Ajouter 
400uL de billes de verre et 200uL de phenol-chloroforme equilibre avec le tampon 
d'extraction. Vortexer 2,5 minutes et ajouter 300uL de tampon d'extraction et 300uL du 
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meme melange de phenol-chloroforme. Vortexer 1 minute et centrifuger 5 minutes a 
vitesse maximale dans une microcentrifiigeuse, a temperature piece. Reprendre 1'extraction 
de la phase aqueuse jusqu'a ce que l'interphase soit claire. Precipiter l'ADN avec deux 
volumes d'ethanol, laver avec 1 mL d'ethanol 70% v/v et resuspendre dans 20uL d'eau 
distillee. La qualite de l'ARN est verifiee par migration sur gel d'agarose 0,9% p/v 
contenant du formaldehyde. 
3.1.3 Marquage de sondes radioactives 
Diluer 1'oligonucleotide a marquer a une concentration de 10pmol/}xL. Pour chaque 
marquage, utiliser 1|J,L de l'oligonucleotide, 12|iL d'eau distillee sterile, 2|iL tampon one-
phor-all (USB), 2|iL T4 kinase PNK (USB) et 3uL y^P-ATP. Incuber 45 minutes a 37°C. 
Purifier la sonde en passant le melange reactionnel sur une mini-colonne de type G-25 
(Roche). Ajouter 80(lL d'eau distillee sterile. Conserver a -20°C dans un recipient blinde. 
3.1.4 Extension d'amorce 
A 20u£ d'ARN sont ajoutes lOmM de Tris-HCl pH8.6, 300mM de NaCl, ImM d'EDTA et 
0,lpmol de sonde marquee auy P pour un volume reactionnel final de 22|iL. Suite a une 
incubation de 90 minutes a 55°C, 200uL d'acetate d'ammonium 1M et 200jiL 
d'isopropanol sont ajoutes au melange. Apres une incubation de 15 minutes a temperature 
piece, l'ARN est precipite par centrifugation a vitesse maximale pendant 10 minutes et lave 
avec lmL d'ethanol 70% v/v. Les culots sont seches 10 minutes sur glace et resuspendus 
dans 10uL de lOmM Tris-HCl pH8.6 a 4°C. L'extension d'amorce est permise par l'ajout 
subsequent de 5 unites d'AMVRT (Promega), de 20 unites de RNAsin (Promega), du 
tampon AMVRT 5X (Promega), de 0,2uL de 1M DTT, 0,8uL de 25mM dNTPs, luL 
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d'Actinomycine D a lmg/mL et 3uL de dH20 traitee contre les RNases. Ce nouveau 
melange est ensuite incube 90 minutes a 45°C et la reaction est arretee par l'ajout de 20uL 
de colorant au formamide de la compagnie USB. Les produits d'extension d'amorce sont 
finalement migres sur gel 5M uree, 10% p/v acrylamide, lequel est ensuite seche et expose 
sur un ecran permettant la detection de la radioactivite. 
3.2 Resultats 
Dans le but de valider la technique de balayage des nucleosomes employee au Chapitre 1, 
des etudes similaires ont ete realisees a une autre region promotrice bien caracterisee. Afin 
d'etudier un gene qui risquait d'avoir une regulation de la transcription similaire a celle de 
GAL1-GAL10, le choix du gene reposait sur quatre principaux criteres : il devait etre 
inductible, la structure chromatinienne de son promoteur devait etre connue, H2A.Z devait 
etre present a sa region promotrice et son expression devait etre dependante de H2A.Z. 
Parmi plusieurs candidats potentiels, CHA1 a ete retenu, puisque c'est un gene inductible 
dont la structure chromatinienne du promoteur est connue, mais aussi en raison de 
Fobservation par notre groupe de la presence de H2A.Z a sa region promotrice (Moreira et 
Holmberg, 1998; Guillemette et al, 2005). Cependant, il restait a determiner si 
1'expression de CHA1 depend de la presence de H2A.Z. 
La figure 1 presente un schema du positionnement des nucleosomes au promoteur de CHA1 
dans la levure de type sauvage publie par Moreira et Holmberg (1998). On y voit une 
comparaison de la structure chromatinienne en absence et en presence d'induction. Les 
ovales noirs representent un nucleosome bien positionne, alors que les ovales superposes et 
blancs indiquent un positionnement aleatoire des nucleosomes tout le long de cette region. 
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Figure 1. Schema du positionnement des nucleosomes en milieu inducteur ou non a la 
region promotrice de CHA1, tel que decrit par Moreira et Holmberg (1998). En milieu 
non inducteur, le nucleosome nuc-1 couvre la boite TATA et d'autres nucleosomes 
couvrent la region codante de CHA1 avec un espacement regulier. En milieu inducteur, 
nuc-1 est perdu ou deplace et le positionnement des autres nucleosomes devient aleatoire. 
La technique de balayage des nucleosomes a done ete validee a l'aide d'une etude du 
positionnement des nucleosomes a la region promotrice de CHA1 chez la souche W303 en 
milieu minimal non inducteur. En effet, le profil reproductible de pics et de vallees obtenu 
pour cette region (Figure 2) correspond a celui predit par la litterature (Moreira et 
Holmberg, 1998); il est a noter que le resultat presente a la figure 2 a ete obtenu sans la 
soustraction d'un controle pour l'ADN deproteinise et digere a la MNase. Ainsi, il peut 
etre conclu des observations presentees a la figure 2 que la technique de balayage des 
nucleosomes, telle que decrite dans cet ouvrage, permet de determiner correctement la 
position des nucleosomes presents a la region promotrice de CHA1. 
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Figure 2. Un balayage des nucleosomes a la region promotrice de CHA1 en milieu non 
inducteur valide la technique. A) Position et abondance relative des nucleosomes 
observes chez la levure de type sauvage (w303), en milieu minimal depourvu de serine, a la 
region promotrice de CHA1, tel que predit par les observations de la figure precedente 
(n=2). B) Agrandissement du schema de la figure 1 aligne avec les amplicons choisis pour 
cette region. 
Une hypothese pour expliquer le role de H2A.Z dans la regulation positive de la 
transcription des genes GAL1 et GAL10 propose la stabilisation de nucleosomes cles, en 
attente d'un signal d'activation, lesquels seraient disassembles au moment de 1'induction. 
Dans le but de verifier si un tel mecanisme agissait sur CHA1, nous avons d'abord voulu 
verifier si l'expression de CHA1 etait dependante de la presence de H2A.Z. La technique 
utilisee, l'extension d'amorce radioactive, permet de mesurer le taux de transcription d'un 
gene en quantifiant l'ARNm correspondant. L'ARN total d'une culture de levures est 
extrait et une transcription inverse est realisee avec une amorce specifique marquee au 
phosphore radioactif. L'ADNc ainsi synthetise est migre sur un gel d'agarose et le signal 
radioactif obtenu est quantifie, l'intensite du signal etant proportionnelle a la quantite de 
transcrit. La figure 3 A presente deux experiences d'extension d'amorce correspondant au 
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Figure 3. L'expression de CHA1 n'est pas affectee negativement par la deletion de 
HTZl. A) Panneau du haut: exemple typique d'extension d'amorce sur le gene CHA1 
chez la levure de type sauvage MSY590 (wt) et mutante MSY1147 {Ahtzl) en milieu 
inducteur (serine) ou non. Panneau du bas : controle de quantite et de qualite de l'ARN 
utilise pour la reaction d'extension d'amorce. B) Quantification de 8 experiences 
d'extension d'amorce realisees comme en (A). NI: non inducteur; I : inducteur. 
transcrit du gene CHA1 realisees chez la levure de type sauvage (MSY590) et chez le 
mutant de deletion htzl-A correspondant (MSY1147). Le gel du bas sert de controle pour 
la quantite d'ARN presente dans chaque reaction. Les trois bandes indiquees par le trait 
vertical servent a la quantification des transcrits en absence et en presence d'induction de 
CHA1, c'est-a-dire, soit 1'absence ou la presence de lg/L de serine dans le milieu. En 
conditions d'induction, il a ete observe de facon reproductible, que l'expression absolue de 
ce gene chez le mutant de deletion pour H2A.Z est superieure a celle observee chez la 
levure de type sauvage (Figure 3A et 3B). Cette observation indique que la presence de 
H2A.Z n'est pas necessaire a l'expression maximale de CHA1. Ainsi, il peut etre suppose 
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que la regulation de la transcription des genes GAL1-GAL10 et CHA1 ne s'effectue pas par 
les memes mecanismes, et que H2A.Z ne joue pas le meme role a ces deux promoteurs. 
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CONCLUSION 
Le variant d'histone H2A.Z, implique dans le remodelage de la chromatine, a ici ete etudie 
afin de mieux comprendre son role dans la regulation de la transcription chez 
Saccharomyces cerevisiae. Les travaux ci presentes avaient pour objectif de faire avancer 
les connaissances sur le role que joue H2A.Z dans la stabilisation de nucleosomes cles a la 
region promotrice, en attente du signal d'activation, lesquels seraient disassembles au 
moment de l'induction. 
Ainsi, nous avons voulu etudier le role de H2A.Z sur le positionnement, la stabilite et 
l'abondance relative des nucleosomes a l'ensemble de la region promotrice de GAL1 et 
GAL10 chez Saccharomyces cerevisiae a l'aide de la technique de balayage des 
nucleosomes. Cette technique a necessite beaucoup d'optimisation, mais il a tout de meme 
ete possible d'obtenir un patron reproductible de positionnement des nucleosomes a la 
region promotrice de GAL1 et GAL10 en absence d'induction dans la levure de type 
sauvage et pour le mutant de deletion de H2A.Z correspondant. Ces patrons demontrent 
des positions similaires, mais des niveaux d'abondance differents pour certains 
nucleosomes, ce qui permet de supposer que H2A.Z influence la stabilite de certains 
nucleosomes, du moins a cette region promotrice. Cependant, l'etroitesse des pics obtenus 
dans ces patrons portent a croire que cette technique n'est peut-etre pas la meilleure pour 
repondre aux interrogations soulevees dans cet ouvrage. 
Toutefois, afin de verifier que la rencontre de cet obstacle n'etait pas due a la technique 
employee, des etudes similaires ont ete realisees a une autre region promotrice bien 
caracterisee ; le promoteur du gene CHA1 a en effet recemment fait l'objet de plusieurs 
etudes sur le positionnement des nucleosomes a sa region promotrice, de meme que sur la 
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presence du variant d'histone H2A.Z a cette meme region. Ce gene modele a permis de 
valider l'efficacite de la technique de balayage des nucleosomes a fournir les memes 
resultats que ceux observes precedemment. 
Afln de verifier le role de H2A.Z dans l'activation de la transcription de ce gene, un essai 
d'extension d'amorce a ete realise. Contrairement au resultat attendu, il a ete observe que 
la deletion de H2A.Z a un effet positif sur 1'expression de CHA1. 
Les experimentations realisees dans le cadre de ces travaux de maitrise permettent de 
constater que la technique de balayage des nucleosomes est adequate pour reproduire le 
positionnement des nucleosomes a la region promotrice de CHA1. Toutefois, a la region 
promotrice de GAL1 et GAL10, cette technique ne semble pas encore tout a fait au point. 
Finalement, il peut etre conclu que 1'influence du variant d'histone H2A.Z sur la regulation 
de la transcription de ces genes s'exerce via des mecanismes differents. 
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